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RESUMEN

En los Laboratorios de Biotecnologia y de Investigacion de la Facultad de
Ciencias de la ESPOCH ,asi como el laboratorio de prototipos, produccion y
agroemprendimientos de la UTPL —LOJA, se evalu6 la combinacion de 6 tipos
diferentes de simbidticos encapsulados, mediante la utilizacion de puesto que se
expone a los microorganismos a temperaturas altas(100°C inicial),los polvos
obtenidos reflejaron un pH dentro de los rangos de neutralidad Lactobacillus
casei (50,100 y 150)mg combinados con Inulina (40mg y 80)mg para cada uno de
los tratamientos, se aplicd un disefio completamente al azar en arreglo bifactorial,
con 10 repeticiones por tratamiento y un tamafio de unidad experimental de 200ml
, determindndose estadisticamente la mejor combinacién con 150mg de
Lactobacillus casei con 80mg de Inulina obteniendo una cantidad de BAL
2.99E+06 UFC/g la cual se encuentra dentro de la norma, se reporté una
disminucién de estas frente al conteo inicial debido al proceso propio de
atomizacion debido a que la Inulina actta como solucién tampoén frente a lo
elevados °Brix de la biomasa como efecto de la alta concentracion de
maltodextrina(1:3),la densidad de los microencapsulados se encuentran en una
media de 0.66 g/ml que es relativamente bajo ,ocasionado por el material
encapsulante que es obtenido por hidrolisis de almidon y por ello tiene un peso
molecular bajo, ademas se observé que las variables de estudio no tuvieron una
influencia frente a la adicién cantidades inulina si no por otros factores antes
mencionados, se recomienda la aplicaciéon del microencapsulado en distintas
matrices alimentarias para obtener un alimento funciona a su vez realizar

micrografia eléctrica de barrido (E-SEM) de los polvos para un analisis profundo.



Vi

ABSTRACT

In the biotechnology and research laboratories from School of Sciences at
ESPOCH as well as the laboratory of prototypes, production and agribusiness
from UTPL-LOJA the combination of 6 different types of encapsulated symbiotic
was evaluated by using Lactobacillus casei (50, 100 and 150 mg) combined with
Inulin (40 mg and 80 mg) for each of the treatments. A completely randomized
design was applied in a bi-factorial arrangement with 10 repetitions per treatment
and an experimental unit size of 200 ml. Statistically determining the best
combination with 150 mg of Lactobacillus casei with 80 mg of Inulin obtaining a
quantity of BAL 2.99E + 06 CFU/g which is within the norm. A decrease of these
were reported in front of the initial count due to the process own atomization since
it is exposed to microorganisms at high temperatures (initial 100 °C). The powders
obtained reflect a pH within the ranges of neutrality due to the Inulin acts as a
buffer solution against the high °Brix of the biomass as an effect of the high
concentration of maltodextrin (1: 3). The density of the microencapsulated are in a
mean of 0.66 g/ml that is relatively low caused by the encapsulating material which
is obtained by hydrolysis of starch and therefore has a low molecular weight. In
addition, it was observed that the study variables did not have an influence on the
addition of Inulin amounts, if not for other factors mentioned above. The
application of microencapsulation in different food matrices is recommended to
obtain a food; it works in turn to perform electric scanning micrography (E-SEM) of

the powders to a deep analysis.
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I.  INTRODUCCION

Los prebidticos son ingredientes no digestibles de los alimentos que benefician al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento de la actividad de las
especies de bacterias que estan establecidas en el colon, mejorando asi la salud
del huésped. Agrega por otro lado que, los probiéticos es una palabra
relativamente nueva que significa “a favor de la vida” y actualmente se utiliza para
designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y
los animales. ( FAO/OMS, 2006).

Segun Tripathi y Giri (Citado en Araujo et al,. 2015), Cada dia la industria
alimentaria muestra un interés creciente en la implementacion de los
microorganismos probidticos para la elaboracion de Alimentos Funcionales (AF).
Ya que eficacia medicinal o terapéutica de estos alimentos depende del nimero
de Unidades Formadores de colonias por ml o gramo (UFC/ml o g) de
microorganismos probioticos viables y activos en el producto al momento de

consumirlo.

Lujan (2007), Manifiesta que dentro del grupo de los probiéticos de mayor
importancia encontramos los Lactobacillus casei y esta es una bacteria,
productora de acido lactico, se emplea en la industria lactea (por lo general) en la
elaboracion de alimentos probidticos , se ha comprobado que esta especie
particular de lactobacilo es muy resistente a rangos muy amplios de pH y

temperatura.

Beltran et al., (citado en Agirre, 2016), Reporta que un simbiético es a la mezcla
de uno o mas organismos probiéticos con uno o varios compuestos prebiéticos.
El objetivo es favorecer la actividad de ambos componentes para potenciar sus
propiedades saludables gracias al efecto sinérgico que existe entre ellos. Esto
implica que sélo puede ser simbidtico el producto que demuestra ejercer un efecto
beneficioso superior a la suma de los generados por sus integrantes por

separado.


https://es.wikipedia.org/wiki/Alimento_probi%C3%B3tico
https://es.wikipedia.org/wiki/PH

De acuerod a lo que establece NTE INEN (2011), el recuento de un probidtico
debe de ser mayor o igual a 1 x10% UFC/g en el producto terminado hasta el final

de la vida util.

Por otro lado Araujo et al.,(2015), Mensiona que desventajas del empleo de
probioticos en el procesamiento de alimentos es la baja viabilidad de estos, la cual
se puede ver afectada por condiciones ambientales como el la humedad y la
temperatura. Una alternativa para mitigar estos efectos es mediante el desarrollo
de condiciones protectoras que garanticen dicha viabilidad y actividad de estos
microorganismos durante su uso y aplicacion en alimentos, asegurando que sean

liberados en el intestino donde se precisa su accion.

Foo et al., (1993), indican que el género Lactobacillus estd comprendida por
bacterias en forma bacilar de 0,5 — 1,2 x 1,0 — 10,0 um, comidnmente se asocian
en cadenas cortas, son anaerobias facultativas 6 microaerofilas, catalasa vy

citocromo negativos.

Guevara y Breton (2008), Indican que en la actualidad la encapsulacién es un
método frecuentemente utilizado para conservar o mejorar las propiedades en el
manejo y produccién de algunos ingredientes alimenticios como vitaminas

,acidulantes ,sabores , aromas , enzimas ,células microbianas entre otras .

Lara (2011), encontré que la inulina constituye una interesante alternativa para la
elaboraciéon de cubiertas de farmacos que deben liberar su principio activo en el

colon.

Roberfroid (Citado por Chanantita et al.,2014), Agrega que debido a sus
propiedades nutricionales vy fisiologicas, la inulina se ha utilizado cada vez mas
como un ingrediente versatil en alimentos funcionales procesados como los

reemplazos de grasas y azUcares o suplementos de fibra.



Existen en la actualidad no existen estudios profundizados sobre la encapsulacién
de simbioticos por lo que justificada la realizacion de la presente investigacion,

por lo cual los objetivos planteados los siguientes:

e Obtener un simbidtico encapsulado a base de diferentes niveles de Inulina
y Lactobacillus casei.

e Evaluar la cantidad de bacterias acido lacticas presentes en el simbiotico.

e Analizar las caracteristicas fisico-quimico del simbidtico como es el pH y la
densidad.

e Determinar la mejor concentracion del simbiético encapsulado compuesto

por Lactobacillus casei (50 mg, 100 mg, y 150 mg) e Inulina (40 mg y 80
mgQ).



REVISION DE LITERATURA

A. PREBIOTICO

Fontecha (2003) y Barrio (2016), coinciden en el criterio de que los prebidticos
son ingredientes alimentarios y que modifican, estimulan de forma selectiva la
flora intestinal mejorando asi la salud del huésped, estos no son absorbidos ni
digeridos durante el paso del estbmago o incluso del intestino delgado pues llegan

al colon practicamente intacto.

Segun la FAO/OMS(2006), benefician en algunos casos los prebiodticos a los
probidticos, especialmente en lo que concierne a las Bifidobacterias: es lo que se
entiende por simbiosis. La simbiosis se define como la ‘mezcla de probidticos y
prebiodticos que afecta beneficiosamente al huésped mejorando la supervivencia y
la implantacién de suplementos dietéticos a base de microbios vivos en el aparato
digestivo del huésped.

De acuerdo a NTE INEN(2011), una sustancia prebiotico debe cumplir las
siguientes propiedades: Ser una sustancia preferida por una o0 mas especies de
bacterias benéficas en el intestino grueso o colon, resistente a los acidos
gastricos (a la acidez gastrica), fermentables por la microflora intestinal, resistente
a la hidrélisis enzimatica enddgena, tener la capacidad de producir cambios en el
lumen del intestino grueso o en el organismo del huésped que muestra beneficios
para la salud y estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de aquellas

bacterias que estan asociadas con la salud y el bienestar.

De acuerdo al criterio de Lara(2011), La inulina es un polisacarido no digerible por
las enzimas del tracto gastrointestinal humano pero si fermentable por las

bacterias coldnicas.

Madrigal y Sangronis(2007), definen a la inulina como un carbohidrato de

almacenamiento presente en muchas plantas, vegetales, frutas y cereales y por



tanto forma parte de nuestra dieta diaria, La inulina y sus derivados (oligofructosa,
fructooligosacéaridos) son generalmente Illamados fructanos, que estan

constituidos basicamente por cadenas lineales de fructosa.

Lara (2011), en su investigacién encontré que la inulina favorece a la salud al
reducir el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, enfermedades del
tracto gastrointestinal, cancer de colon, osteoporosis y diabetes, y aumentar la

actividad inmunolégica del organismo.

Mercola (2016) ,manifiesta que la inulina sirve para ayudar con la pérdida de peso
y a la vez asegura que la inulina ofrece una serie de posibles beneficios
adicionales, como disminuir los triglicéridos y el colesterol en la sangre, mejora la
absorcion del calcio y el magnesio, lo que ocasiona una mayor densidad 6sea y la
mineralizacion 6sea en los nifios, reducir los crecimientos precancerosos en el
intestino grueso, lo que causa una menor inflamacion y un menor niumero de
cambios en células precancerosas en los estudios con animales, asi como
favorecer un entorno menos adecuado para el desarrollo de cancer de intestino

grueso en humanos.

Segun Pérez y Pelaes(2017), la inulina es considerada como grupo de
carbohidratos resistentes a la digestion por las enzimas del intestino delgado y

fermentado en forma parcial o total en el colon, con efectos favorables en la salud.

Mientras que Mensiona Chanantita et al.,(2014), mensiona que la inulina en los
alimentos cumplen las dos funciones principales de fibra dietética soluble y
prebiodtica. Con un beneficio adicional que es fuente potencial de fibra dietética en
muchos productos alimenticios manufacturados es que no puede ser digerido por

las enzimas del intestino delgado humano.

Gibson et al., (Citado por Chanantita et al., 2014), afirman que el nivel mas
efectivo de inulina en la ingesta humana para reducir las concentraciones séricas

de triglicéridos, colesterol y colesterol LDL fue de 8-10 g por dia. Se encontré que


https://articulos.mercola.com/sitios/articulos/archivo/2013/12/28/beneficios-de-salud-del-magnesio.aspx

la inulina a 15-20 g por dia era efectiva para aliviar estrefiimiento. La fermentacion
de microorganismos de la inulina ha producido acidos grasos de cadena corta y
lactato, mientras que las Bifidobacterias aumentaron del 20 % al 71 % y los

bacteroides disminuyeron del 65 % al 26 %.

Chanantita et al.,(2014), mensiona que la inulina tienen numerosas caracteristicas
beneficiosas como ingredientes funcionales que ofrecen una combinacion Unica
de propiedades nutricionales interesantes e importantes beneficios tecnolégicos,
ademas puede mejorar el sabor, la textura y la humedad en muchos alimentos,
por otra parte la inulina tiene caracteristicas gelificantes que pueden usarse para
hacer quesos bajos en grasa, salsas, sopas y untables de mesa, asi mismo otra
de sus propiedades de fusién permiten un procesamiento facil de postres
congelados, pues las caracteristicas de union permiten que la inulina se use en
barras de cereal, ademas el reemplazo de grasas e hidratos de carbono con
inulina ofrece la ventaja de no tener que comprometer el sabor o la textura, a la
vez que proporciona mayores beneficios nutricionales. Por lo tanto, la inulina
representa un ingrediente clave que ofrece nuevas oportunidades a una industria
alimentaria que constantemente busca productos del futuro bien equilibrados,
pero de mejor sabor.

B. PROBIOTICO

La FAO/OMS( 2006), indica que un probioético actualmente se utiliza para designar
las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y los

animales.

La norma NTE INEN(2011), establece las principales caracteristicas de los
probioticos que son los siguientes: estar vivo, no ser patdgeno y su medio natural
es el tracto digestivo humano, capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir,
ser resistente a los jugos gastricos y los acidos biliares, tener la capacidad de
adherirse a la mucosa intestinal, capacidad de colonizar el intestino y también

capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida atil del producto al cual se adiciona.



De acuerdo a Spreer( 1991), define a los Lactobacilos, como microaeréfilos o
anaerobios, pero después de cultivos continuos, algunas cepas pueden
desarrollarse en presencia de aire, sus necesidades nutritivas son complejas, y la
mayor parte de las cepas no puede cultivarse en los medios nutritivos ordinarios,

a menos que se enriquezcan con glucosa y suero.

Panesso et al .,(2015), manifiesta que el Lactobacillus casei en donde los L. casei
cresen a una Temperatura optima de 37 °C con una Fermentaciéon de azucar

sobre la Ribosa-sacarosa. D-tiranosa.

Por otra parte Panesar et al.,(Citado en Panesso et al ., 2015), afirman que el
cesimiento de Lactobacillus casei depende de varios factores del medio de
fermentacién que incluye la fuente de carbono y nitr6geno, el tipo de
fermentacion, el pH, la temperatura, la formacién de subproductos, entre otros.

C. SIMBIOTICOS

Para Cagigas y Blanco (2002), estos productos disminuyen el pH en el colon
creando un ambiente donde las bacterias potencialmente patégenas no pueden
crecer y desarrollarse. Los prebidticos constituyen el sustrato fundamental (el
“alimento”) de las bacterias probidticas. Dicen que la combinacion de prebidticos
con probidticos se ha definido como simbiédtico, la cual beneficia al huésped
mediante el aumento de la sobrevivencia e implantacion de los microorganismos
vivos de los suplementos dietéticos en el sistema gastrointestinal. Por ejemplo de
sinergismo en el que lo constituye la relacion de la cantidad de fibra dietética en la

dieta con la microflora intestinal.

Ya que Zafrilla y Manzotti (citado por Agirre, 2016), mensionan que el simbiotico
estimulan el sistema inmunitario y actian tanto sobre las células implicadas en la
inmunidad natural como en la especifica y también sobre los macrofagos.
Ademas, favorecen la produccion de anticuerpos, especificamente de IgA en la

luz intestinal, que a su vez inhiben la adhesion de las bacterias patégenas.



D. MICRO ENCAPSULACION

Los carbohidratos son utilizados ampliamente en la encapsulacion mediante el
secado por atomizacion como soportes encapsulantes. Son excelentes
candidatos en aplicaciones de encapsulacion debido a que posee muchos
atributos tales como: presentar baja viscosidad a altas concentraciones , forma
parte integral de muchos sistemas alimenticios , tener un bajo costo, estar
disponibles en un amplio intervalo de tamafios , ademas de tener buena

solubilidad. Charalampopoulos et al., (Citado por Guevara y Breton, 2008)

Madene et al., (Citado por Guevara y Breton, 2008), Las maltodextrinas son un
subgrupo importante de los carbohidratos, estas se forman por la hidrélisis parcial

del almidén de maiz por medio de enzimas o acidos.

Ademas son inodoras, incoloras, permiten la formacién de polvos de libre flujo sin

enmascarar el sabor original Garcia et al., (Citado por Parra, 2011)

Se utiliza la maltodextrina, principalmente como material pared en técnicas de
secado por aspersion por su efecto protector frente a altas temperaturas y como
agente estimulante del crecimiento de probidticos. shokri et al.,(Citado en Araujo
et al., 2015)

También se ha propuesto la co-encapsulacion de probidticos con prebioticos
como la inulina, un carbohidrato no digerible que estimula selectivamente las
cepas probidticas ayudandolas a sobrevivir e implantarse en el colon Avila-Reyes
et al., (Citado en Araujo et al., 2015)

Montes, M.(2013), Mediante su investigacion nos relata que las tecnologias de
microencapsulacion de microorganismos probiéticos han dado paso al desarrollo
de nuevos alimentos funcionales al mejorar su estabilidad durante el
procesamiento, almacenamiento y en la supervivencia durante su paso a través

del tracto gastrointestinal, la encapsulacion de componentes activos de tipo



quimico y biolégico mediante tecnologias de secado por aspersion y liofilizacion
han abierto la posibilidades del uso de estos compuesto en productos
alimenticios, y a su vez las cepas mas utilizadas de Lactobacillus casei se

emplean para estimular el sistema inmune para que de un el efecto beneficioso.

A su vez agrega la bacteriologa Luz Maria Montes ,que en la microencapsulados
probioticos con agentes prebioticos que son azucares de cadena corta ,fibra
soluble ,se obtiene polvos estables mayores a las 7 semanas, hablandoce

especificamente de la viabilidad. Montes(2013)

Vila Jato (Citado por Caez y Jaraba, 2012), dicen que la microencapsulaciéon es
el proceso por el cual particulas individuales o gotas de un material activo (core)
se rodean por una cubierta (shell) para producir capsulas en el rango de micras a
milimetros, conocidas como microcdpsulas. Cuando las particulas poseen un
tamarno inferior a 1 ym, el producto resultante del proceso de encapsulacion

recibe la denominacion de “nanocapsulas”

Para Vilstrup (Citado por Caez y Jaraba, 2012), dice que la microcapsula mas
simple posee una estructura que esta compuesta por dos elementos, el material
activo y una delgada pared que envuelve al primero .Si consideramos un mismo
volumen de material, el area superficial que se consigue con nanocépsulas

esféricas en comparacion con microcapsulas esféricas es mucho mayor.

Para Rathore et al.,( Citado por Araujo et al., 2015), aseguran que la produccién
de microcapsulas estables que aseguren la viabilidad microbiana depende en

gran medida de la seleccién del material para la encapsulacion.

Sanguansri y Augustin  (Citado en Araujo et al.,2015), han descrito distintas
técnicas y materiales encapsulantes para diferentes compuestos activos tales
como acidos, bases, buffers, lipidos, enzimas, aminoacidos, péptidos, vitaminas y
minerales, antioxidantes, polifenoles, fibras solubles y microorganismos

probidticos entre otros .
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Doherty. (Citado por Araujo et al., 2015), dicen que en el caso de los probidticos
para que un material encapsulante sea exitoso, debe propiciar la viabilidad celular
durante y después de los procesos de microencapsulacion y ser compatible con el

sistema alimentario al que se va a incluir.

Segun Serna y Vallejo (Citado en Araujo et al.,2015), se debe tener en cuenta
factores quimicos y fisicos de los mismos con el fin de poder controlar la
liberacion del probiético de la matriz alimenticia a un pH, temperatura o

concentracion de sales especificos.

Segun Parra ( Citado por Araujo et al.,2015), existen varios tipos de materiales de
revestimiento para la microencapsulacion de probidticos que incluyen
principalmente polisacaridos, oligosacaridos, lipidos y proteinas, dentro de los
polisacaridos méas utilizados se encuentran agar, carragenina, goma arabica,

dextranos, almiddn, celulosa y alginato de sodio.

Para Shokri (Citado por Araujo et al.,2015), en la microencapsulacion se
necesitan unos agentes protectores de microorganismos probi6ticos como son los
oligosacaridos tipo jarabe de maiz, sucrosa y maltodextrina, donde esta ultima se
utiliza principalmente como material pared en técnicas de secado por aspersion
por su efecto protector frente a altas temperaturas y como agente estimulante del

crecimiento de probiéticos.

Para Avila et al., (Citado por Araujo et al.,2015), dicen que la co-encapsulacion de
probidticos con prebidticos como la inulina, estimula selectivamente las cepas
probiéticas ayudandolas a sobrevivir e implantarse en el colon (Otros prebioticos
como los galactooligosacaridos y fructo-oligosacaridos junto con la inulina
protegen a los probidticos durante la micro encapsulacion e incrementan su

resistencia frente a condiciones gastricas simuladas.

Mariluz (2011), afirma que este proceso de encapsulacion se denomina

atomizacion, en donde disolvente se evapora instantaneamente, permitiendo que
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el material activo presente en la emulsiéon, quede atrapado dentro de una pelicula

de material encapsulante.

Serna y Vallejo (Citado en Araujo et al.,, 2015), afirman que es importante
considerar factores que afectan la viabilidad celular como: las caracteristicas de
cada cepa, su tolerancia a los niveles de estrés, el tipo de material encapsulante
utilizado, la presion de atomizacion, flujo de alimentacion y las condiciones de

almacenamiento que incluyen la actividad de agua y la temperatura.

Rodriguez; Avila (Citado por Araijo et al.,2015), sugieren el uso de agentes
termoprotectores como la inulina que aumenta la supervivencia de los
microorganismos después del secado y durante el almacenamiento debido a que

minimizan el estrés mecanico, oxidativo y osmatico al que pueden ser sometidos.
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[I. MATERIALES Y METODOS

A. LOCALIZACION Y DURACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se realizara en el Ecuador, provincia de Chimborazo,
en el cantdn Riobamba, km 1.5 de la Panamericana Sur, donde esta ubicada la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en el Laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH y en los laboratorios de :Investigacion
de la Facultad De Ciencias de la ESPOCH y laboratorio de prototipos, produccién
y agroemprendimientos de la UTPL —LOJA .Las condiciones meteoroldgicas del

canton Riobamba se describen en el (cuadro 1).

Cuadro 1. CONDICIONES METEOROLOGICAS DEL CANTON

RIOBAMBA.
INDICADORE 2016
Temperatura (°C). 13,45
Precipitacion (mm/afio). 42,8
Humedad relativa (%). 61,4
Viento / velocidad (m/s). 2,50
Heliofania (horas/ luz). 1317,6

Fuente: Estacibn Meteorolégica Facultad de Recursos Naturales
ESPOCH,(2017)

B. UNIDADES EXPERIMENTALES

Para la presente investigacion se utilizara 12 litros de simbiético (volumen de
cultivo) partiendo de la preparacion de muestras de 200ml (TUE), pues al ser un
arreglo bifactorial tenemos tres niveles de probioticos (Lactobacillus casei 50 mg
, 100 mg y 150 mg) que es el factor A, y ,2 niveles de prebidtico (Inulina de 40 mg
y 80 mg) que es el factor B con 10 repeticiones que seran motivos de estudio.



C. MATERIALES, EQUIPOS E INSTALACIONES

Materiales De Laboratorio.

Cajas Petri.

Vasos de precipitacion.
Matraces.

Pipetas 10 ml

Tubos de ensayo

Tapones para tubos de ensayo.
Frascos termo resistentes.
Papel absorbente.

Papel aluminio.

Alcohol antiséptico.

Alcohol industrial.

Espatula

Cinta parafilm

Codificadores

Marcador codificador

Cooler

Fundas ziploc

Gradilla

Matraces

Puntas para micro pipetas 1000pul ,100ul
Asa drigalsky de vidrio en forma de L
Papel de empaque

Tijera

Probeta

Crisoles

13



Equipos

Micropipeta 1000ul

Micropipeta 100pl

Agitador Shaker incubadora ES-20
Agitador orbital Shaker

Desecador

pH-metro

cuenta colonias

Agitador magnético.

Agitador para tubos

Balanza normal.

Balanza analitica.

Mecheros

Camara de flujo laminar.
Refrigerador.

Estufa

Autoclave.

Reverbero

Mini Spray Dryer B-290 marca BUCHI

Materia prima e insumos

Agar MRS.

Cultivo comercial liofilizado de Lactobacillus casei.
Inulina

Suero

Urea.

Fosfato de amonio.

Agua destilada
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4. Instalaciones

Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH
Laboratorios de Investigacion de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH

Laboratorio de prototipos, produccion y agroemprendimientos de la UTPL —LOJA

D. TRATAMIENTOS Y DISENOS EXPERIMENTALES

En esta investigacion se probo distintas mezclas de Inulina y Lactobacillus casei
encapsulandolos por el método de Spray Drying. Haciendo dos soluciones de
Inulina de 40 mg y 80 mg, con 3 concentraciones de microorganismos 50 mg, 100
mg y 150 mg. Se trabajé con un Disefio Completamente al Azar con un arreglo
Bifactorial el mismo consta de 6 tratamientos, 10 repeticiones, Vasques V. (2014).

En donde La formula del disefio es:
Yij= M + Ai + Bj+ A*Bjj + eijk
u = efecto de la media
Ai=efecto del factor A en el i-ésimo nivel
Bj = efecto del factor A en el i-ésimo nivel
A*Bijj= efecto de la interaccion de los factores

ik = error experimental

En el cuadro 2, se describe el esquema del experimento que se utilizd en

la presente investigacion:



Cuadro 2. ESQUEMA DEL EXPERIMENTO
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Factor A Factor B Caodigo | Repeticion | TUE(mI) -'Il-'lrJaE/
Lactobacillus ¢.50mg | Inulina 40mg A1B1 10 200 2000
Lactobacillus c. 100mg | Inulina 80mg A1B2 10 200 2000
Lactobacillus c. 150mg | Inulina 40mg A2B1 10 200 2000
Lactobacillus c. 50mg | Inulina 80mg A2B2 10 200 2000
Lactobacillus c. 100mg | Inulina 40mg AsB1 10 200 2000
Lactobacillus c. 150mg | Inulina 80mg AsB2 10 200 2000
TOTAL 60
12000ml

E. MEDICIONES EXPERIMENTALES
Andlisis fisico — quimico
n pH
. Densidad g/ml
Andlisis microbioldgico
. Evaluar la cantidad de Bacterias Acido Lacticas (BAL). UFC/m.

. Determinar la viabilidad (Log UFC/g).

F. ANALISIS ESTADISTICOS Y PRUEBA DE SIGNIFICANCIA

En la presente investigacion las mediciones experimentales fueron modeladas

bajo un Disefio Completamente al Azar con un arreglo combinatorio sometidos a

los siguientes analisis estadisticos:

e Andlisis de Varianza (ADEVA), para aceptar la hipotesis.

e Separacién de medias (P<0,05) a través de la prueba de DUCAN,

utilizando en programa infostat version 1 (2016).
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Se describe el esquema del andlisis de varianza que se aplico en la investigacion:

en el (cuadro 3)

Cuadro 3.ESQUEMA DEL ADEVA

Fuentes de Variacion Grados De Libertad
TOTAL ab (r-1) 59
FACTOR A a-1 2
LINEAL 1 1
CUADRADO 1 1
FACTOR B b-1 1
INT. AB (a-1)(b-1) 2
ERROR ab (r-1) 54

G. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

e Preparacion de los biorreactores

e Activacion de microorganismos

e Siembra y recuento de la biomasa

e Determinacion de la cantidad de Bacterias Acido Lacticas- BAL (UFC/g)de
la biomasa

e Encapsulacion

e Siembra y recuento de los encapsulados

e Determinacion de la cantidad de Bacterias Acido Lacticas- BAL (UFC/g)de
los encapsulados

e Determinacién de la viabilidad de Lactobacillus casei (log UFC/g) de los
encapsulados

e Determinacion de la Densidad

e Determinacién del pH



H.
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METODOLOGIA DE EVALUACION

Preparacion de los biorreactores

Se prepard los birreactores a partir de la formulacion de Yanez, G. (2016)

considerando la recomendacioén realizada en su investigacion.

Pesar los componentes de la formulacién (192ml de suero (96%),3.2 gr.
Urea(1.6%) y 4.8 gr. Fosfato de amonio(2.4%))

Disolver

Colocar en frascos termo resistentes de 250 ml de capacidad, con sellado
hermético.

Esterilizar

2. Activacion de microorganismos

Se realizo la activacion de la los Lactobacillus casei a partir de la formulacion de

Yanez, G. (2016) considerando una gradiente de 50 con respecto al inoculo (50,
100 y 150).

Inoculacibn de la cepa liofiizada en el biorreactor (la cantidad
correspondiente para cada tratamiento),

Sellar con cinta parafilm los frascos (bioseguridad)

Distribuirlos biorreactores en el agitador Shaker orbital a una temperatura de
37°C, durante 48 horas y con 50 rpm.

Realizar pruebas de realizar pruebas de solidos totales (SST) de cada uno
de los tratamientos.

Colocar los biorreactores en un cooler con hielo ligeramente esparcido, para
la conservacion y bioseguridad de la biomasa que seran microencapsulados

después de 16 horas
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3. Siembray recuento de la biomasa

Utilizando para la siembra Normas 1SO, UNE... (2006)

o Plaquear utilizando agar MRS (70 g de medio en 1000 ml de agua
purificada), esterilizar dentro de frascos termoresistentes y finalmente verter
15 ml en cajas Petri y codificar

o Realizar diluciones 102y por triplicado de los microencapsulados, de cada
uno de los tratamientos.

o Tomar 0,1 ml (100ul) de cada dilucion y sembrar en las cajas Petri con el
método de siembra por superficie, usando la Asa drigalsky vidrio, e incubar a
36°C por 48 horas.

o Realizar el recuento utilizando una cuenta colonias.

o Para colonias demasiado numerosas o incontables se realiza un conteo
dividiendo la caja en 2 o 4 partes dependiendo el caso, se cuenta una parte,

y éste se multiplica por las partes divididas.

4. Determinacion de la cantidad de Bacterias Acido Lacticas- BAL (UEC/q)
de la biomasa

Calcular el valor de UFC/ml de las bacterias en estudio empleando la Ec.
1.Yanez, G. (2016):

UFC = N°de colonias por placa x el factor inverso de la dilucién
ml ml de la muestra sembrad [Ec. 1]

5. Encapsulacién

Se baso de acuerdo a un estudio cientifico frente a las temperaturas 6ptimas para

micro encapsular probidticos con agentes prebidticos Montes. (2013).

o Realizar la relacién 1:3 respecto al peso seco de la biomasa y al material
encapsulante (maltodextrina).
o Agregar el prebiético (Inulina) correspondiente a cada tratamiento y

homogenizar.



20

la mezcla es alimentada al secador y se atomiza por medio de una boquilla
o disco.

Atomizar la biomasa en el equipo Mini Spray Drying a una temperatura de
entrada de 100 °C+2 vy una temperatura de salida de 505, con una
alimentacion de 10. La biomasa cae en forma de pequefias gotitas en un
medio de secado (aire caliente); dando como resultado un material que
gueda incluido dentro de otro. el tiempo de exposicion a temperaturas
elevadas es muy corto (5 a 30 s)

Se recoge el material microencapsulado del recolector del equipo, se

envasa, pesa y codifica.

6. Siembray recuento de los encapsulados

Utilizando para la siembra Normas 1SO, UNE... (2006)

Plaquear utilizando agar MRS (70 g de medio en 1000 ml de agua
purificada), esterilizar dentro de frascos termoresistentes y finalmente verter
15 ml en cajas Petri y codificar

Realizar diluciones 1072y por triplicado de los microencapsulados, de cada
uno de los tratamientos.

Tomar 0,1 ml (100ul) de cada dilucion y sembrar en las cajas Petri con el
meétodo de siembra por superficie usando la Asa drigalsky vidrio, e incubar a
36°C por 48 horas.

Realizar el recuento utilizando una cuenta colonias.

Para colonias demasiado numerosas o incontables se realiza un conteo
dividiendo la caja en 2 o 4 partes dependiendo el caso, se cuenta una parte,

y éste se multiplica por las partes divididas.

7. Determinacion de la cantidad de Bacterias Acido LActicas- BAL

(UFC/qg)de los encapsulados

Calcular el valor de UFC/ml de las bacterias en estudio empleando la Ec. 2
Yanez, G. (2016):
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UFC = N°de colonias por placa x el factor inverso de la dilucion

gr. ml de la muestra sembrada [Ec. 2]

8. Determinaciéon de la viabilidad de Lactobacillus casei (log UFC/q) de los
encapsulados

Calcular el valor de la viabilidad expresando las UFC/ml en logaritmo natural
UFC/ml de UFC/ml de las bacterias en estudio empleando la Ec. 3 Yanez, G.
(2016):

Viabilidad = Log natural X (N° UFC/ ml) [Ec. 3]

9. Determinacién de la Densidad

o Se utiliz6 una probeta de 10 ml la cual se pes6 en gramos.

o Se incorpord el simbidtico a la probeta cuidadosamente utilizando una
geringa para que no queden particulas en las paredes, hasta alcanzar un
volumen de 2ml.

o se tomo el peso de la probeta con el simbidtico.

o se aplico la formula m/v para obtener la densidad.

10.Determinacion del pH

Para determinar esta variable nos basamos en la norma INEN 526 1980-12
,2012. (Anexo 8)

o Se homogeniza la muestra invirtiendo varias veces el recipiente que lo
contiene.

o La determinacién debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra
preparada

o Comprobar el correcto funcionamiento del potenciometro.

o Pesar, 1 g de muestra y colocar en el vaso de precipitacion, afiadir 100 cm3
de agua destilada, recientemente hervida y enfriada, y agitar suavemente

hasta que las particulas queden uniformemente suspendidas.



22

Continuar la agitacion durante 30 minutos a 25°C, y dejar en reposo.
Determinar el pH por lectura directa, introduciendo los electrodos del
potenciometro en el vaso de precipitacion con la muestra, cuidando que

éstos no toquen las paredes del recipiente ni las particulas solidas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A. EVALUACION FiSICO QUIMICO DEL ANALISIS DE LA OBTENCION DE UN
SIMBIOTICO ENCAPSULADO A BASE DE DIFERENTES NIVELES DE
INULINA 40 mgy 80 mg, Y Lactobacillus casei 50 mg, 100 mg y 150 mg

1. pH

Se realizo el analisis de la variable pH de todos los tratamientos, obteniendo el
resultado mayor con 100 mg de Lactobacillus casei y 80mg de Inulina (7.33),
mientras que el menor valor fue de 6.52 en el encapsulado que contiene 150 mg
de Lactobacillus casei y 80mg de Inulina, valores que difieren significativamente

(P < 0,01) del resto de tratamientos.

Segun Ortiz et, al (2008), menciona en su estudio sobre la Evaluacion de la
capacidad probidtica “in vitro” de una cepa nativa de Saccharomyces cerevisiae
que las bacterias acido lacticas crecen en pH, donde los medios son ligeramente
acidos (4,5 a 6,4). Por otro lado Lopez et al (2009) nos da a conocer que la
maltodextrina tiene un efecto significativo en los °Brix y la viscosidad del medio en
donde se aplica por lo que es necesario encontrar un equilibrio entre el maximo
de °Brix y una minima viscosidad, pues una viscosidad baja permite una mejor
fluidez de la mezcla en el sistema de atomizacién (disco o difusor), y una alta
concentracion de solidos totales incrementa el rendimiento del producto final, es
por ello que Ochoa et al (Citado por Lopez et al.,2009), nos dice que la
maltodextrina es uno de las materias primas base en los procesos de secado por

aspersion para productos con un bajo contenido de sélidos totales.

El pH de los biorreactores cuando culminaron su proceso de activaron oscilan
entre 6 y 6.2, pero, al agregar la maltodextrina en una proporcion 1:3 (biomasa y
material encapsulante)debido a que la cantidad de SST de la biomasa es bajo
(0,8-1,0 %), sube sustancialmente los °Brix por lo que al utilizar la INULINA
(prebiotico), este actia como una solucion tampdn de acuerdo a su ficha técnica ,

en el que indica que si se aplica en una solucion que tiene 30 y 50 °Brix este
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tendra un pH de 5 y 7 respectivamente. Es por ello que el pH de nuestros
encapsulados llega a rangos de neutralidad.

Se describe el efecto de la interaccion entre diferentes niveles de inulina y
Lactobacillus casei: en el (cuadro 4)
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CUADRO 4. EFECTO DE LA INTERRACCION ENTRE DIFERENTES NIVELES DE INULINA Y L. CASEI EN LA OBTENCION
DE SIMBIOTICOS ENCAPSULADOS

50 mg. Lactobacillus casei 100 mg. Lactobacillus casei 150 mg. Lactobacillus casei -‘-z E
‘@ =
Variables @ 2
40 mg. 80mg. 40 mg. 80 mg. 40mg. . 80mg. o '5
Inulina Inulina Inulina Inulina Inulina Inulina i o
pH 6.98 b 6.85 a 6.78 bc 7.33 bc 6.71 bc 6.52 0.11 | 0.00
DENSIDAD
gm | 066 a 064 a 064 a 069 a 067 a 07 0.02 | 0.17
UEQ/Lr;wg 2.15E+06 a 6.56E+05 b 2.00E+06 ab 1.51E+06 ab 9.49E+05 b 2.99E+06 0.41 | 0.00
A | 1179 a 1048 b 1148 ab 1155 ab 1046 b 1231 0.41 | 0.00
og UFC/ml
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7,33
7,40 -
720 1 g og
- 6,85

7,00 , 6,78 -
- 6,80 - ’
o 6,52
6,60 -
6,40 -
6,20
6,00

40|80|40|80|40|80|

50 | 50 | 100 | 100 | 150 | 150 |

Niveles de Inulina con niveles de Lactobacillus casei

Grafico 1. pH de los diferentes encapsulados combinados con diferentes niveles
de inulina y Lactobacillus casei

A demas al hacer el analisis de varianza encontramos que mediante el coeficiente
de determinacién la funcidbn que mas se ajusta es la cuadratica por lo que se
realizd regresion encontrandose diferencias altamente significativa (<0.01) ),
donde se infiere que partiendo de un intercepto de -0,000x? la tension se eleva
0,020x vy finaliza en el intercepto final de 6,195 , con  un coeficiente de

determinacion de R2 = 18.3% ;mientras tanto que el 81.17% restantes dependi6
de otros factores no determinados en la presente investigacion .La ecuacion
aplicada para la determinacion de la regresion de la prueba de la resistencia a la

tension fue:

Resistencia a la tensién = -0,000x? + 0,020x + 6,195 (%CM)
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Grafico 2 .Regresion cuadratica de la variable pH del simbidtico encapsulado a base de diferentes niveles de Inulina 40 mg y 80
mg, Y Lactobacillus casei 50 mg, 100 mg y 150 mg
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7,50 ° ;
s °
7,00 l,/ .
I
o
6,50 : T\l
[ ]
6,00
y = -0,000x2 + 0,020x + 6,195 :
5,50 RZ=18.3%
' P=0,003
5,00 r=0.43

Concentraciéon de Lactobacillus(mg)
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2. Densidad

En lo que refiere a la densidad no se presentaron diferencias significativas (P >
0,05) entre los tratamientos siendo 0.70 g/ml la mayor densidad presente en 150
mg de Lactobacillus casei con 80 mg de Inulina en tanto que , con 50 mg de
Lactobacillus casei con 80 mg de Inulina se presenta una densidad menor 0,64
g/ml, resultados que se encuentran en concordancia con otras investigaciones
realizadas por Sanchez (2016), que determina la densidad de la microcapsulas de
cacao con 2 materiales encapsulantes ( maltodextrina y HI-CAP100) que
obtuvieron 0,605 y 0,622 respectivamente .estos resultados permiten deducir que
la densidad del encapsulado dependeran de muchos factores uno de ellos del
peso molecular del material encapsulante , puesto que mayor peso del mismo
mayor sera la densidad, atribuyéndose un peso mayor a HI-CAP100(almidén
modificado) frente a las maltodextrinas (obtenidas por hidrolisis de almidones )

0,70 -~ 0]
0,69 -
0,68 -
0,67 -
0,66 -
0,65 - 0
0,64 -
0,63 -
0,62 -
0,61 -
0,60

densidad g/ml

40|80|40|80|40|80|

50|50|100|100|150|150|
Niveles de Inulina con niveles de Lactobacillus casei

Grafico 3 .La densidad en g/ml de los diferentes encapsulados combinados con
diferentes niveles de inulina y Lactobacillus casei

La densidad de los microencapsulados tiene una media de 0,66 g/ml. que es
relativamente baja, debido a que el peso molecular del material encapsulante

(Maltodextrina) que se utilizo es relativamente bajo puesto que es obtenida partir
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de la hidrolisis de almidon, pero no obstante es mayor a la investigacion de
capsulas de cacao debido a la cantidad de concentracién aplicada para la
atomizacion (1:3) respecto al peso seco de la biomasa y al material encapsulante

(maltodextrina).

B. EVALUACION DE LAS PRUEBAS MICROBIOLOGICAS EN LA
OBTENCION DE UN SIMBIOTICO ENCAPSULADO A BASE DE
DIFERENTES NIVELES DE INULINA 40 mg y 80 mg, Y Lactobacillus casei
50 mg, 100 mg y 150 mg

1. Lactobacillus Casei (BAL)

La utilizacion de 50 mg de Lactobacillus casei con 40mg de Inulina ademés de
150 mg de Lactobacillus casei con 80mg de Inulina permitieron registrar 14,09 y
14,62 UFC/g de Lactobacillus casei respectivamente, valores que difieren
significativamente (P < 0,01) del resto de tratamientos, principalmente de los
tratamientos 50 mg de Lactobacillus casei con 80mg de Inulina y 150 mg de
Lactobacillus casei con 40mg de Inulina con las cuales registraron 12,78 y 12,76

UFC/g de Lactobacillus casei.

15,00 A
14,50 A
14,00 ~
13,50 ~
13,00 A
12,50 A
12,00 ~
11,50

Lactobacillus Casei UFC/mg

Niveles de Inulina con niveles de Lactobacillus casei

Grafico 4. El recuento microbiano de la cantidad de bacterias acido lacticas
presentes en el simbiotico en los diferentes encapsulados combinados con
diferentes niveles de inulina y Lactobacillus casei
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De acuerdo a la Norma NTE INEN 1334-3:2011 en numeral 5.1.5 Propiedades de
salud comprobadas que se pueden declarar en los alimentos. Literal b) nos dice
que: El alimento debe contener un numero mayor o igual de bacterias viables de
origen probiotico a 1 x10% UFC/g en el producto terminado hasta el final de la vida
util. Encontrandose en el cuadro 1 el recuento bacterias acido lacticas (BAL) de
cada uno de las combinaciones de los simbioticos encapsulados, hallandose
2.15E+06, 2.00E+06, 1.51E+06 y 2.99E+06 en las combinaciones 50 mg
Lactobacillus casei con 40 mg Inulina ,100 Lactobacillus casei con 40 mg Inulina,
100 mg Lactobacillus casei con 80 mg Inulina y 150 mg Lactobacillus casei con 80
Inulina, respectivamente. Considerandoles a estas netamente probidticos porque

cumplen la norma.

CUADRO 5. RECUENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) DE CADA
UNO DE LAS COMBINACIONES DE LOS SIMBIOTICOS ENCAPSULADOS.

Lactobacillus casei, mg Inulina, mg BAL, UFC/g
50 40 2.15E+06
50 80 6.56E+05
100 40 2.00E+06
100 80 1.51E+06
150 40 9.49E+05
150 80 2.99E+06

2. Viabilidad

La viabilidad del Lactobacillus casei en la obtencién en la microencapsulacion se
parti6 de un recuento inicial de 10’ UFC/ml o 16.11 log UFC/mI, y después del
proceso de atomizacion obtuvimos como resultados 11.79 log UFC/ml, 10.48 log
UFC/ml 11.48 log UFC/mI 11.55 log UFC/mI 10.46 log UFC/mly 12.31 log UFC/mI
en las encapsulados con las siguientes combinaciones: 50 mg Lactobacillus casei
con 40 mg Inulina, 50 mg Lactobacillus casei con 80 mg Inulina, 100 mg

Lactobacillus casei con 40 mg Inulina, 100 mg Lactobacillus casei con 80 mg
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Inulina, 150 mg Lactobacillus casei con 40 mg Inulina y 150 mg Lactobacillus

casei con 80 mg Inulina, respectivamente.

Segun Montes (2013), en el proceso de atomizacion de su investigacion titulada:
EFECTO DE LA MICROENCAPSULACION CON AGENTES PREBIOTICOS
SOBRE LA VIABILIDAD DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS (Lactobacillus
casei ATCC 393 vy Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469).trabajo bajo
temperaturas controladas de entrada 100+3 °C y una temperatura de salida de

48+3 °oC, tienen los encapsulados con una viabilidad del 65.71 %.

La viabilidad de la presente investigacion es de 70.42%, debido a que, al agregar
una concentracion alta de maltodextrina (1:3) esta actia como termo protector
para los microorganismos, teniendo en cuenta que en el proceso de secado por
atomizacion los microorganismos sufren un alza de temperatura drasticamente de
100 °oC , la cual se encuentra fuera del rango optimo en el desarrollo de las

baterias Lactobacillus casei.
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~ 12,00 -
a0 11,50 -
o
3 11,00 -
g 1 1
> 10,50 A
1%}
o
= 10,00 -
3
9,50
40|80|40|80|40|80|
50|50|1oo|1oo|150|150|
Niveles de Inulina con niveles de Lactobacillus casei

Grafico 5.Viabilidad en los encapsulados combinados con diferentes niveles de
inulina y Lactobacillus casei
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V. CONCLUSIONES

Mediante el método spray Drying se pudo obtener 6 tipos diferentes de
simbidticos encapsulados, mediante la utilizacion de Lactobacillus casei
(50,100 y 150) mg combinados con Inulina (40mg y 80) mg, para cada uno
de los tratamientos.

Se pudo evaluar la cantidad de BAL presentes en los 6 tipos diferentes de
simbidtico encapsulado dando como resultado (2.15E+06, 6.56E+05,
2.00E+06, 1.51E+06, 9.49E+05 y 2.99E+06) UFC/g, en las combinaciones
50 mg Lactobacillus casei con 40 y 80 mg Inulina, 100 mg Lactobacillus
casei con 40 y con 80 mg Inulina, 150 mg Lactobacillus casei con 40 y con

80 mg Inulina respectivamente.

Se pudo concluir que los 6 diferentes encapsulados obtuvieron un pH que
se encuentra dentro del rango de neutralidad siendo el menor valor 6.52 y
el mayor 7.33 ,mientras que la variable densidad se encuentra en una

media de 0,66 g/ml. entre los tratamientos.

Se determiné la mejor concentracion del simbidtico encapsulado dentro de
la combinacion de 150 mg Lactobacillus casei con 80mg de Inulina
obteniendo 2.99E+06 UFC/qg.
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RECOMENDACIONES

Realizar el estudio respectivo para determinar el tiempo exacto de sinergismo
en el estudio (0, 24 y 48) horas entre el Lactobacillus casei y la Inulina en cada

uno de micro encapsulados.

Proceder con andlisis de la vida util, las técnicas de empaque y las condiciones
de almacenamiento del producto.

Para la continuidad de esta investigacion se recomienda realizar pruebas fisico-
quimicas una de ella e importante es la micrografia eléctrica de barrido (E-
SEM) de los polvos encapsulados obtenidos, actividad de agua de los polvos y
la humedad, rendimiento de produccién, eficacia de la encapsulacién y

contenido en material activo y estudio de liberacion del material activo.

Aplicacion del microencapsulado en distintas matrices alimentarias para

obtener un alimento funcional.
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Anexo.1. EFECTO DE LA INTERRACCION ENTRE DIFERENTES NIVELES DE INULINA'Y L. CASEI EN LA OBTENCION DE
SIMBIOTICOS ENCAPSULADOS

Resumen
50 100 150

Variables 40 80 40 80 40 80 E.E. Prob.
Lactobacillus Casei
UFC/mg 14.09 a 12.78 b 13.79 ab 13.85 ab 12.76 b 14.62 a 0.41 0.00
Ph 6.98 b 6.85 a 6.78 bc 7.33 bc 6.71 bc 6.52 c 0.11 0.00
densidad g/ml 0.66 a 0.64 a 0.64 a 0.69 a 0.67 a 0.70 a 0.02 0.17
Celulas viables log
UFC/ml 11.79 a 10.48 b 11.48 ab 11.55 ab 10.46 b 12.31 a 0.41 0.00

Prob. > 0.05 no hay diferencias significativas
Prob. < 0.05 existen diferencias significativas.
Prob. < 0.01 existen diferencias altamente significativas



Anexo 2. Analisis estadistico de Lactobacillus Casei UFC/mg en la elaboracion de
un simbidtico encapsulado a base de diferentes niveles DE INULINA 40 mg y 80
mg, Y Lactobacillus casei 50 mg, 100 mgy 150 mg

A. ANALISIS DE VARIANZA

ADEVA
F. Var gl S. Cuad. |C. Medio |Fisher P. Fisher
Total 59 120.15
Factor A mg 2 1.52 0.76 0.44 0.65
Lineal 1 0.64 0.64 0.37 0.54
Cuadrética 1 0.87 0.87 0.51 0.48
Factor B mg 1 0.61 0.61 0.35 0.55
Int. AB 2 25.24 12.62 7.35 0.00
Error 54 92.78 1.72
CV % 9.60
Media 13.65

B. SEPARACION DE MEDIAS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE DUNCAN AL
5%.

Interacciones (A * B)

Int. AB Media Grupo
50 40 14.09 a
50 80 12.78 b
100 40 13.79 ab
100 80 13.85 ab
150 40 12.76 b
150 80 14.62 a




Anexo 3. Analisis estadistico del pH en la elaboracion de un simbidtico
encapsulado a base de diferentes niveles DE INULINA 40 mgy 80 mg , Y
Lactobacillus casei 50 mg, 100 mg y 150 mg

C. ANALISIS DE VARIANZA

ADEVA
F. Var Gl |S. Cuad. |C. Medio Fisher P. Fisher
Total 59 10.88
Factor A mg 2 2.00 1.00 7.60 0.00
Lineal 1 0.89 0.89 6.74 0.01
Cuadratica 1 1.11 1.11 8.46 0.01
Factor B mg 1 0.09 0.09 0.72 0.40
Int. AB 2 1.68 0.84 6.37 0.00
Error 54 7.10 0.13
CV % 5.29
Media 6.86

D. SEPARACION DE MEDIAS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE DUNCAN AL
5%.

Interacciones (A * B)

Int. AB Media Grupo
50 40 6.98 b
50 80 6.85 a
100 40 6.78 bc
100 80 7.33 bc
150 40 6.71 Bc
150 80 6.52 c




Anexo 4. Andlisis estadistico del densidad en la elaboracion de un simbi6tico
encapsulado a base de diferentes niveles DE INULINA 40 mgy 80 mg , Y
Lactobacillus casei 50 mg, 100 mg y 150 mg

ANALISIS DE VARIANZA

ADEVA

F. Var al S. Cuad. C. Medio Fisher | P. Fisher
Total 59 0.20

Factor A mg 2 0.01 0.00 1.58 0.21
Lineal 1 0.01 0.01 3.17 0.08
Cuadratica 1 0.00 0.00 0.00 0.96
Factor B mg 1 0.01 0.01 2.78 0.10
Int. AB 2 0.01 0.01 1.80 0.17
Error 54 0.17 0.00

CV % 8.40

Media 0.67

E. SEPARACION DE MEDIAS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE DUNCAN AL
5%.

Interacciones (A * B)

Int. AB Media Grupo
50 40 0.66 a
50 80 0.64 a
100 40 0.64 a
100 80 0.69 a
150 40 0.67 a
150 80 0.70 a




Anexo 5. Anadlisis estadistico del viabilidad en la elaboracién de un simbidtico encapsulado a
base de diferentes niveles DE INULINA 40 mgy 80 mg, Y Lactobacillus casei 50 mg, 100 mgy 150

mg

ANALISIS DE VARIANZA

ADEVA

F. Var al S. Cuad. C. Medio Fisher P. Fisher
Total 59 120.15

Factor A mg 2 1.52 0.76 0.44 0.65
Lineal 1 0.64 0.64 0.37 0.54
Cuadrética 1 0.87 0.87 0.51 0.48
Factor B mg 1 0.61 0.61 0.35 0.55
Int. AB 2 25.24 12.62 7.35 0.00
Error 54 92.78 1.72

CV % 11.55

Media 11.35

F. SEPARACION DE MEDIAS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE DUNCAN AL

5%.

Interacciones (A * B)

Int. AB Media Grupo
50 40 11.79 a
50 80 10.48 b
100 40 11.48 ab
100 80 11.55 ab
150 40 10.46 b
150 80 12.31 a




Anexo 6. Ficha técnica del probiéticos Lactobacillus casei

Descripcion

Taxonomia

Envaze

Propiedades Fizicas
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Anexo 7.Norma NTE INEN 1334-3:2011 Recuentro microbiano de probidticos,
requisitos de probidticos y prebidticos que deben cumplir

INEN
INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION
Ot - Ecuador
NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 1334-3:2011

ROIULADO DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS PARA
CONSUMO HUMANO. PARIE 3. REQUISITOS PARA
DECLARACIONES NUIRICIONALES Y DECLARACIONES
SALUDABLES.
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NTE INEM 1334-3 201106

&) Cantidad méxima s=gura a ser consumida, cuando s2 considers necesarnc

f) Como cabe el aimento o ingrediente alimentario en &l contexto de una dista total.

g) Una declaracion sobre la importancia de obsarvar una dieta saludable.

3.1.3 Deciaraciones prohibidas. Mo pueden hacsrzs las siguisntes declaraciones de propiedades:

a) Declaracionss de propisdades que afimen que un determinade alimento constituye una fusnte
adecuada de todos los nutrientes esenciales, salve en el caso de productos bien definidos para los
cuales existz una norma nacional o del Codex gue sanciona tales declaraciones de propiedades
admisibles, o cuando laz autoridades competentes hayan admitide que el producto constituye una
fuente adecuada de todos kos nutrientes esenciales.

b) Declaraciones de propiedades que hagan suponer que una alimemtacidn equilibrada a base de
alimentos ordinarios no puede suministrar cantidades suficientes de todos los elementos nutritives.

¢} Declaraciones de propiedades que no puedan comprobarse.

d) Declaraciones =zobre la utilidad de un alimento para prevenir, aliviar, tratar o curar una enfermedad,
rastomo ¢ estado fisiologico, a menos que:

d.1)cumplan con las disposiciones de las normas o directrices nacionales o del Codex para
alimemntos de Regimenes Especiales y se ajustsn a los principios establecidos en estas
directrices; o bien.

e) Declaraciones de propiedades que pueden suscitar dudas sobre la inocuidad de alimentos
anébogos, o pusdan suscitar ¢ provocar misdo en 2l consumidor.

5.1.4 Declaraciones de propiedades pofencialmente engafiosas. A continuacion se presentan
ejemplos de declaraciones de propiedades que pueden ser engafiosas y no s permite su uso:

2141 Declaraciones de propiedades que carecen de sentido, incluidos los comparatives y
superativos incompletos.

2.1.4.2 Declaraciones de propiedades referentss a buenas practicas de higiene, tales como “genuino”,
“saludable”, "sano”.

5.1.5 Propisdades de salud comprobadas que se pueden declarar en los alimentos.
3.1.5.1 Declaraciones que relacionan &l consumo de prabidticos con una mejor funcian digestiva:

a) El microorganismo o bactenia debe cumplir lo siguisnte:

a.1) Estar vivo, no ser patdgeno y su medio natural es el tracto digestivo humanao.

a.2) Ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir, ser resistents a los jugos  gdstricos y
los dcidos biliares.

a.3) Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal.
a.4) Tener la capacidad de colonizar &l intesting.

a.3) Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida dtil del producto al cual se adiciona.

b) El alimento debe contener un ndmero mayor o igual de bacterias viables de origen probidtico a 1x
10° UFC/g en &l producto terminade hasta &l final de la vida atil.

¢} La declaracién debe indicar que &l consumo adecuado y regular de microorganismos probidticos no
ez el (nico factor para mejorar las funciones digestivas v que existen otres factores adicionales a
considerar como el ejercicio fisico y el tipo de dista.

{Confinua)
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d) Modelo de declaracibn. “Una adecuada alimentacidn y un consumo regular de alimentos con
microorganismos probidticos, puede ayudar a normalizar las funciones digestivas y regenerar la
flora intestinal®.

2.1.5.2 Declaraciones de propiedades de salud que relacionan e consumo de prebidticos con una
mejor funcitn infestinal.

a) La sustancia considerada como prebitico debe cumplir ko siguiente:

a.1) La cantidad de alimento que debe consumirse, para obtener el efecto benéfico debs ser
razonable en el contexto de la dieta diaria.

a.2) Ser una sustancia preferida por una o mas especies de bacterias benéficas en el intestino
grueso o colon.

a.3) Ser resistente a los Acidos gastricos (a la acidez gastrica).
a4} Ser fermentables por la microflora intestinal.
a.9) er resistente a la hidrdlisis enzimatica endégena.

a.6) Tener la capacidad de producir cambios en el lumen del intestino grueso o en el crganismo del
huésped que musstra beneficios para la salud.

a.7) Estimular selectivamente el crecimiento yo la actividad de aquellas bacterias que  estan
asociadas con la salud y 2l bienestar.

b) La declaracidn debe indicar que el consumo adecuado y regular con prebidticos no es 2l dnico
factor para mejorar las funciones digestivas v gue existen otrog factores adicicnales a considerar
tales como el ejercicio fisico v el tipo de alimentacion.

¢} Modelo de declaracion. “Una dieta adecuada y el consumo regular de minimo X g al dia de
prebitticos Y, promueve una flora intestinal saludablebuenabalanceada™ “Beneficia la flora
intzstinal”; “Ayuda en el mejoramisnto intestinal funcidn digestva®

2.1.5.3 Declaraciones de propiedadss de salud relacionadas con reduccidn de riesgos de enfermedad.
Las siguientes =on las declaraciones de propiedades de salud permitidas relacionadas con la
reduccidn de rissges de enfermedad y los requisitos que se deben cumplir en cada caso.

a) Calcio vy reduccidn de nesgos de osteoporosis. Las declaraciones de propiedades de salud
asociando calcio con un bajo riesgo de osteoporosis pueden ser hechas en el rétulo o etiqueta del
producto, si se cumplen los siguientes requisitos:

a.1) El alimento debe cubrir o exceder los requisitos exigidos para el t&rmino o descriptor “alto” en
calcio, estar presente en una forma asimilable v el contenido de fasforo no puede ser superior
al de calcio.

a.2) La declaracidn debe indicar que el consumo adecuado de calcio no es el dnico factor para
evitar la ostecporosis v que existen otros factores adicionales a considerar como el ejercicio
regular, una dieta balanceada, el género, la raza y la edad de |a persona.

a.3) Alimentos que comtengan mas de 400 mg de calcio por porcion declarada en la stiqueta, deben

especificar en la declaracion gue consumos superniores a 2 000 mg de calcie al dia no brindan
beneficios adicionales a la salud &sea.

a.4) Declaracidn modebe. “Ejercicio regular y una dieta balanceada con suficiente calcio ayuda a los
adolescentes, adultos jdvenes y mujeres a mantensr una buena salud dsea vy pusde reducir €l
fiesgo de osteoporosis en la vida adulta. Este alimento es alio en calcio”

b) El sodio y reduccidn de riesgos de hipertensidn. Las declaraciones de propiedades de salud

asociando las dietas bajas en sodio con un menor riesgo de hipertension pueden ser hechas en el
rétulo o etiqueta del producto, si se cumplen los siguientes requisitos:

(Continga)

& 2011-343




Anexo 8. Norma INEN 526 1980-12 DETERMINACION DE pH

CDLU: 8842543062 EIE AL 02.02-310

Norma Tecnica HARINAS DE ORIGEN VEGETAL. DETERMINACION INEN 526
Ecuatcriana
DE LA CONCENTRACION DE ION HIDROGENO 198012
1.0BJ ETQ|

1.1 Ezta norma establece el métocde para determinar la concentracion de jon (pH) en laz harinas de origen

vagetal.

2. ALGANGE

2.1 Ezte matodo a2 aplicable a hannas de trigo y pan.

3. RESUMEN

3.1 Detarminar la concantracion da ion hidrogeno (pH) utilizando &l potenciomstro.

4. INSTRUMENTAL

4.1 Potenciometra, con slectrodos de vidrio.
4.2 Vaso de pracipitacion da 250 cm”.

4.3 Picata.

5. REACTIVOS
3.1 Solucion estandar, de valores de pH conocidos entre 4,5 v 7.0.
6. PREPARACION DE LA MUESTRA

6.1 Las musetras para ol ensayo deban sstar acondicionadas an recipisntes herméticos, limpios, sscos (vi-

drio, plastico u otro material inoxidable), completaments llenoe para evitar que =5 formen eepacics de aire.

8.2 La cantidad de muestra de la harina de origen vegetal extraida dentre de un lote detsrminade debe ser
repreesntativa y no debs sxponarese al aire mucho tiempo.

6.3 Sa homogeniza la muestra imvirtiendo varias vecss el recipisnts qus lo contisna.

7. PROCEDIMIENTO

instiuto Ecustorianc de Normalizacién, INEN = Casilla 17-01-3898 - Baguerizo Moreno ES-29 y Almagro = Quito-Ecuador = Prohibida la reproducoén

7.1 La determinacion debe sfectuarss por duplicado 2obre la mizma musstra preparada.




NTE INEN 328 1860-12

7.2 CGomprobar el comecto funcionamisnto del potsnciometro.

7.3 Pesar, con aproximacion al 0,1 mg, 10 g de muestra preparada y colecar en el vaso de precipitacion, afia-
dir 100 cm” ds agua dectilada, recientemenis hervida y enfriada. vy agitar suavemeants hasta que las particu-
laz quedsn uniformements suspendidas.

7.4 Continuar la agitacion durants 30 minutos a 257, de modo que las particulaz de almidon =e manten-
gan sn suspsnzion, y dejar en raposo para que &l liquido =8 decants.

7.3 Detsrminar &l pH por lectura directa, introduciendo los slectrodos del potenciometro en al vaso de
precipitacion con la musetra, cuidando que Sstos no toquen las paredss dsl recipients ni las pariculas soli-
dasg.

8. ERARORES DE METODO

8.1 La difersncia entre loe resultados ds una determinacion efectuada por duplicado no debe axcedsr de

0.1 unidades de pH; en cago contrario, debe repstires la determinacion.
8. INFORME DE RESULTADOS

8.1 Como resultado final, debe reportarse la media antmatica ds los dos resultados obtsnidos de la deter-
minacion.

8.2 En &l informs de resultados, debsn indicarss sl matodo usado y &l resultado obtenido. Debe mancionarss,
ademas, cualquisr condicion no especificada an s2ta norma o conziderada como opcional, &2 como cualguisr

circunstancia que pusda haber influido sobre &l resultado.

8.3 Deben incluirse todos los dstalles para la complsta identificacion de la muastra.




Anexo 9. Ficha técnica del prebidtico Inulina

Hoja de especificaciones
Beneo GR

DOC CHAL-03" 0006
DRescripclon
Beneo"0R o EN 0N NQIDAOnte ament i Comguesio 0o e 36 actwons
Boneo ™GR es un poivo granuledo
Wune o 8 una mezcla de oigo- y POlysacAndos compuesion de unidades de

fructosa unidas entre s mediante endaces [ (2-1) Pricticamente cads
moldcula se lerming con una unidad de ghucoss € recueno de unidsdes
de fructosa o ghucosa (= grado de pomerizacitn o D) de ia gama de
Inulinas de achicona se halla prnCHAMents entre 2 y 60

Todos los valores 5o expresan sobre materia sece.
Métodos analitioos - Ver nuestros follstos tdcnicos

owbine > O%
Glucosa + fruclosa S 4%
Secarosa sSO%

Matoria seca(dm) 072 18%
Contenido en carbohidrmtos > 9085 %
Promedio grado polim de la Inuline 2 10
Conizas (sulfatos) <«<02%
Conductivided (28 Brix) < 250 48
Metalos pesados  Pb, As cada uno < 0.1 mohg
Cd, Mg cada uno < 0.0YmgAg

pH (30-50'8%)  50-70
Especificaciones microbiologicas

Todos los valores 56 expresan sobre materia sece.
Métodos analiticos - Ver nuestros folletos técnicos.

Aordbios mesdfios totales  max. 10004
Levachras  max 200
Mohos  max. 20
Esporas aerdbicas lermdfilas  max. 1000/
Anaordbicos H28 productores de esporas termdfilas  max 28/
usente en 19

Bacilus corous max. 100
Staphilococcus aureus susente en 1 g
Eschorichiacol  ausentoen 19
Clostridium perfringens  susente en 1 g
Clostrichum botulinum ~ ausento en 1 g
Saimonella  ausente en 100 g
Listeria  ausento en 26 9

: (_page ) Doc CHAA-03-06.06 doc | @
Qm Mmmw-hmw:x.u..“m 301 Pias <32 40796 801 308 )




Anexo 10. Equipo Buchi Spray Dryer B-290

Mini Spray Dryer B-290
Technical data sheet

The Mini Spray Dryes B-200 18 The work! iBeding laborsiony scale Spray Dnyer since many yoors
1 1B Oesignad 10 visualize your Spray Diying procass 1or Wik fange of Spplcalions I various
fekis such as pharma, malerials. chamistry. food, Bad, bevesapes, &ic. | aliows working wilh
ackis, organic SOVeNES of IMBAUNes of AQUBOUS- SNd CFEENc SoONEs sally I Combinason wiln
he nert Loop B-205 and the Dehumidiier B-296
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fmax. 220 °C)

Stop 2 - Dropiet formation:
Two-Tid nozzo Kor the B-290 and.

Step 3 - Drying chamoer:

Conduciive heal exchangs Daltwean drying gas
and sampie dropiets.

Step 4 - Particle collection:

Cycione technology

Step 5 - Outiet Titer:

Casecion of inest paricies 1o proled the user
and the enmvironment.

Step 6 - Drying gas:
Dafivarad Dy aspiaion

Functional principle of the sampie Tead aisparsion
The Mini Spray Dryer has a inegrated two-Tuld novzie: Camprassad gas honmially ar or N2) & used 10
Gsparse he S body Fito Tne dropials wikch afe subeequenTly anod In Tho oo

1. Foaa soktion

a4 Two uld noezzie
4. Connpction K coolng waler

5 Connechion K compressed spray gas
6 Automalic nozzis cleaninyg sysiem

Functional principle of tha closed moae with the Inert Loop B-295
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ANEXO 11. FOTOS DEL TRABAJO DE CAMPO

Preparacién de los birreactores




INCUBACION

ATOMIZACION




PLAQUEO

DILUCIONES




SIEMBRA

INCUBACION




Conteo de colonias

Prueba de densidad
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Prueba de pH
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