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RESUMEN

Las peliculas comestibles son una cubierta conformada por biopolimeros que
brindan una proteccion a los alimentos al mismo tiempo que ofrecen una alternativa
a los recubrimientos tradicionales. La incorporacion de probiéticos a las peliculas
comestibles ayudaria a la conservacion de alimentos y otorgaria un beneficio a la
salud del consumidor. El objetivo central de la investigacion presentada fue la
formulacién de una pelicula comestible suplementada con mucilago de chia (Salvia
hispanica), que permita la inmovilizacién de probioticos (Limosilactobacillus reuteri).
Se utiliz6 una matriz base de alginato de sodio, almidén y glicerol, donde se
probaron diferentes concentraciones para favorecer la suplementaciéon del mucilago
de chia. Dentro de las principales pruebas realizadas se determind el crecimiento
de L. reuteri, se realizaron diferentes formulaciones hasta lograr el objetivo deseado
y las peliculas comestibles se evaluaron con ayuda del microscopio SEM. Ademas,
se evaluo la pérdida de humedad y la viabilidad de los probiéticos inmovilizados en
la pelicula formulada. En las cualidades fisicas las peliculas presentaron elasticidad,
cierta opacidad por la suplementacion del mucilago de chia y presentd un 89.33%
de pérdida de humedad. La concentracién incorporada de L. reuteri fue de 1.45x108
UFC por gramo y se tiene una reduccion de viabilidad de 2 logaritmos con un valor
final de 3.76x10°. La investigacion planteada, demostré la viabilidad de la pelicula
formulada, sugiriendo que la matriz compuesta por alginato, almidén y glicerol
suplementada con mucilago de chia, ofrecen las condiciones Optimas para la
inmovilizacion de probidticos. Ademas de tener potencial como una barrera con gran
potencial de conservacion de alimentos como una alternativa al uso de
recubrimientos tradicionales.

Palabras claves: Inmovilizacion celular, L. reuteri, Mucilago de chia, Pelicula
comestible, Probibdticos, Recubrimiento comestible.




ABSTRACT

Edible films are a coating made up of biopolymers that provide protection to food
while offering an alternative to traditional coatings. The incorporation of probiotics
into edible films would help in the preservation of food and provide a benefit to the
health of the consumer. The main objective of the research presented was the
formulation of an edible film supplemented with chia mucilage (Salvia hispanica),
which allows the immobilization of probiotics (Limosilactobacillus reuteri). A base
matrix of sodium alginate, starch and glycerol was used, where different
concentrations were evaluated to favor the supplementation of chia mucilage.
Among the main tests conducted, the growth of L. reuteri was determined, different
formulations were made until the desired objective was achieved, and the edible
films were evaluated with the help of the SEM microscope. In addition, the moisture
loss and viability of the immobilized probiotics in the formulated film were evaluated.
In physical qualities, the films presented elasticity, a certain opacity due to the
supplementation of chia mucilage and presented an 89.33% loss of moisture. The
incorporated concentration of L. reuteri was 1.45x108 CFU per gram and there was
a viability reduction of two logarithms with a final value of 3.76x108. The proposed
research demonstrated the viability of the formulated film, suggesting that the matrix
composed of alginate, starch and glycerol supplemented with chia mucilage, offer
the optimal conditions for the immobilization of probiotics. In addition to having
potential as a barrier with great food preservation potential as an alternative to the
use of traditional coatings.

Keywords: Cell immobilization, Chia mucilage, Edible coating, Edible film, L.

reuteri, Probiotics.
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1.- INTRODUCCION

En la actualidad, el desarrollo de nuevas tecnologias alimentarias ha ido en auge
para satisfacer las necesidades basicas de salud y alimentacién que brinden

bienestar al ser humano.

Esta ampliamente documentado que el uso de probidticos brinda los beneficios a la
salud que se requieren al proteger el microbiota intestinal de posibles ataques por

parte de patdgenos, asi como estimular el sistema inmunolégico (Hou et al., 2015).

Se puede desarrollar una cubierta que brinde proteccién a los alimentos y al
consumidor, combinando los conocimientos de los probidticos, para lo cual se
requiere la inmovilizacién de los microorganismos en una matriz que otorgue su

preservacion.

Dentro de las bacterias acido lacticas que tienen funcion probiética se encuentra
Lactobacillus reuteri, la cual se encuentra en el microbiota del tracto gastrointestinal
del ser humano. Ademas poseen un buen potencial de colonizacion e inhiben los
principales microorganismos como E. coli, Salmonella, Clostridium y Campylobacter

que son causantes de enfermedades (Casas & Dobrogosz, 2000).

La inmovilizacion les confiere una proteccién adicional a las bacterias, dentro de los
soportes organicos mas utilizados, se encuentran los polisacaridos como el almidén
y el alginato de sodio (Yong Lee & Mooney, 2012). Los alginatos son ampliamente

utilizados en la industria alimentaria debido a sus propiedades gelificantes.




2.- MARCO TEORICO
2.1 Peliculas y recubrimientos comestibles

2.1.1 Generalidades de los recubrimientos y peliculas comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles son una tecnologia emergente con gran
potencial en la industria alimenticia debido a su impacto ambiental al ser
biodegradables, su bajo costo de produccién y cualidades para mejorar la calidad y
vida util de los alimentos. Estas peliculas suelen ser preparadas a partir de
biopolimeros como proteinas, polisacaridos y lipidos. Los cuales actian como
barreras para controlar la transferencia de humedad, oxigeno y sabores,
previniendo el deterioro de la calidad de los alimentos (Shojaee-Aliabadi et al.,
2013). Sin embargo, las caracteristicas finales de estas peliculas, pueden afectar

Su aceptacion por parte del consumidor (Sanchez-Gonzalez et al., 2009).

Las peliculas y recubrimientos comestibles, basados en polisacaridos, son una
alternativa prometedora para el empaquetado de alimentos debido a que tienen un
bajo impacto ambiental en comparacién con las peliculas plasticas (Rafieian et al.,
2014). Sin embargo, su naturaleza higroscopica y su composicion son factores
importantes en su aplicacion en la industria alimentaria. Ademas, la hidrosolubilidad
de las peliculas es un factor importante a tener en cuenta, especialmente en casos
donde el recubrimiento se consumira junto con el alimento o en envases comestibles
y biodegradables que requieren alta solubilidad de las peliculas (Gonzalez Sandoval
et al., 2019).

La combinacion de diferentes tipos de compuestos en la elaboracion de peliculas y
recubrimientos comestibles ha abierto la posibilidad de aprovechar las cualidades
individuales de cada polimero y obtener un producto con las cualidades deseadas
(Rivero et al., 2009). Ademas, se pueden complementar con aditivos que brinden
un beneficio como son los antioxidantes o antimicrobianos para prolongar la vida util
de los alimentos, mejorar las propiedades de los compuestos y evitando el deterioro
de los alimentos (Beikzadeh et al., 2020; Mellinas et al., 2016).




Ademas de su capacidad para mejorar la calidad de los alimentos, las peliculas y
recubrimientos comestibles también se utilizan ampliamente para prevenir dafios
fisicos y mecanicos, deterioro microbiano y contaminacién con patdégenos

transmitidos por los alimentos (Mousavi et al., 2021).

2.1.2 Inmovilizacién celular

La inmovilizacion celular consiste en confinar células y enzimas en una superficie o
region espacial, permitiendo entrar en una fase de latencia a sus propiedades y
actividades, por lo cual es ampliamente utilizado por la biotecnologia (Fajardo-
Ochoa et al., 2011). Dependiendo del tipo de inmovilizacidn, estas células y enzimas
pueden quedar retenidas de forma permanente o temporal (Figura 1), lo que les
permite ser utilizadas repetidamente en diversos procesos. La inmovilizacion celular
ofrece numerosas ventajas, como la mejora de la estabilidad, la facilidad de
recuperacion y reutilizacion, asi como la posibilidad de realizar continuar ciertos

procesos.

.
Yagane®

Contenido Matriz Membrana
celular interna externa

Contenido celular
inmovilizado

Figura 1. Principio de lainmovilizacion celular.

Fuente: Elaboracion propia.




Una de las formas mas comunes de inmovilizacion celular es el atrapamiento fisico,
donde las células o0 enzimas se retienen dentro de una matriz polimérica o un gel.
Este enfoque permite la retencion de las células o enzimas en una red

tridimensional, lo que les proporciona proteccion y estabilidad.

Por otro lado, la inmovilizacion celular también puede lograrse mediante
encapsulacion, que implica el recubrimiento de las células con una capa protectora.
Esta capa puede ser una membrana polimérica u otra matriz que retiene las células
0 compuestos bioactivos en su interior. La encapsulacién ofrece una mayor
proteccion a las células o enzimas debido a que la barrera fisica proporcionada por
la capa externa, permite mejorar su estabilidad y protegerlas de condiciones
adversas (Yan et al., 2022).

Dentro de las areas de oportunidad para la aplicacion de la inmovilizacion celular,
se encuentra la produccion de productos quimicos y farmacéuticos, el area
alimentaria, en técnicas para la remediacion ambiental, la produccion de
biocombustibles, entre otros. La capacidad de retener y reutilizar las células,
enzimas y diversos compuestos bioactivos inmovilizados puede brindar una ventaja

significativa en términos de eficiencia y economia dentro de las industrias.

Por ello, la inmovilizacién celular se suele utilizar en la industria alimentaria para la
retencion de ingredientes activos como son enzimas, compuestos bioactivos y los
probiéticos, manteniendo su viabilidad y biodisponibilidad durante la produccion,
almacenamiento y la liberacién durante los procesos digestivos al ingerirlo en

sistemas bioldgicos (Yan et al., 2022).

2.1.3 Aplicaciones potenciales de peliculas y recubrimientos

La inmovilizacion celular mediante encapsulacion se ha convertido en una
tecnologia clave para mantener la viabilidad celular durante la produccion, el
almacenamiento y el consumo de alimentos, por lo que tanto el sector industrial

como los consumidores muestran un creciente interés en alimentos que contengan




ingredientes bioactivos con valor agregado y que promuevan la salud, asi como
mejorar el sabor, la apariencia y la vida util del alimento, asi como otros beneficios
(Yan et al., 2022).

En los ultimos afios, la industria alimentaria ha adoptado el uso de recubrimientos y
peliculas comestibles debido a su potencial para aumentar la vida util de los
productos alimenticios (Figura 2), evitando el deterioro del alimento y manteniendo
su calidad (Norajit et al., 2010).

Figura 2. Pelicula comestible aplicada en embutidos.

Fuente: Gastronomia&Cia, 2014.)

Ademas, el desarrollo de tecnologias emergentes, como la generacion de barreras
en alimentos frescos y de humedad intermedia, el uso de apésitos biodegradables
en el tratamiento de algunas sintomatologias, y la encapsulaciéon en films de
diversas sustancias, como fitocompuesto y farmacos, ha llevado a nuevas

oportunidades en este campo (Rafieian et al., 2014).

El uso de recubrimientos comestibles en productos altamente perecederos
representa un enfoque prometedor en la exploraciéon de nuevas tecnologias de
conservacion amigables con el ambiente, al reducir el consumo de materiales

sintéticos persistentes en el ambiente y facilitar su disposicion, lo cual puede




incrementar el tiempo de vida y conservacion de los atributos de calidad de los
alimentos (Méndez Reyes et al., 2014). En este contexto, las peliculas comestibles
a base de polimeros naturales han surgido como una alternativa prometedora a los
plasticos, ya que pueden ayudar a abordar el problema de la contaminacion

ambiental que se ha incrementado en los ultimos afios (Mufioz-Tebar et al., 2021).

Y en la actualidad, las peliculas probiéticas se consideran una innovacién
prometedora al brindar probiéticos de cuarta generacion, aunque la investigacion
sobre sus funciones apenas estad comenzando. Se ha demostrado que las peliculas
probidticas tienen efectos beneficiosos en la salud, lo cual sienta las bases para su
aplicacién como promotores de la salud (Hu et al., 2022). Ademas, se ha observado
gue los probidticos en forma de biopelicula muestran una mayor eficiencia para

evitar la presencia de bacterias patégenas (Motta et al., 2021).

2.2 Componentes de los recubrimientos comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles estdn compuestos por diversos
biopolimeros, incluyendo carbohidratos en forma de polisacaridos como el almidon,
la pectina, la celulosa, el alginato y el carragenano, proteinas como la grenetina, la
caseina y el gluten, asi como lipidos como el acido estearico, ceras y grasas, los
cuales pueden ser utilizados de forma individual o en combinacion (Chiumarelli &
Hubinger, 2014).

La inmovilizacion de bacterias en la industria alimentaria se logra mediante el uso
de materiales polisacaridos como el almidon y el alginato de sodio, debido a sus
propiedades gelificantes, viscosantes y atoxicas (Yong Lee & Mooney, 2012). Esto
ha permitido la utilizacion de ingredientes activos como aceites, sabores, colores,
antioxidantes, nutrientes, probiéticos y enzimas en los alimentos (Muhammad et al.,
2018).




Las peliculas comestibles a base de carbohidratos, en particular aquellas basadas
en polisacaridos son altamente atractivas debido a su capacidad de formaciéon de
peliculas y sus propiedades coloidales. Estas peliculas suelen ser transparentes,

resistentes y flexibles debido a su estructura polimérica (Norajit et al., 2010).

Los polisacaridos comunmente utilizados en la preparacion de peliculas comestibles
son celulosa, alginatos, gomas, quitosano y mucilagos, ya que pueden ser
metabolizados por el cuerpo humano junto con los alimentos, convirtiéndolos en los
compuestos ideales para la elaboracion de peliculas comestibles (Valdés et al.,
2015).

En investigaciones recientes, se ha utilizado mucilagos obtenidos de diversas
semillas de plantas como la balangu, albahaca, chia, berro y membrillo, que se han
logrado aislar e incorporar en el desarrollo de peliculas y recubrimientos comestibles
(Mufioz-Tébar et al., 2022). Siendo considerados el uso de mucilagos obtenidos de
semillas, como uno de los materiales mas prometedores debido a sus propiedades
(Soukoulis et al., 2018).

2.2.1 Alginato de sodio

El alginato de sodio es un polisacarido constituido por los monosacéaridos D-
manuronico y L-gulurénico, ampliamente utilizado en la industria alimentaria debido
a sus propiedades gelificantes, siendo una de las aplicaciones mas importantes por
su capacidad para formar geles, lo cual es de gran utilidad para la inmovilizacion
celular, ademas resalta por sus propiedades emulsificantes, estabilizantes, la
facilitad para formar films y ser un buen ligante de moléculas de agua (Gonzalez
Cuello et al., 2014; Su Cha et al., 2002; Yong Lee & Mooney, 2012).




El alginato de sodio es un polisacarido biodegradable natural y no téxico, que forma
rapidamente un gel firme mediante la reticulaciéon con Ca?*, lo que lo hace adecuado
para encapsular probidticos, ya que protege a las bacterias en el ambiente &cido del
estbmago y se descompone en el intestino liberando los probiéticos encapsulados
(Yao et al., 2017).

El alginato de sodio se extrae de algas pardas y consta de &cido poliurénico
enlazado linealmente, que contiene tres formas estructurales que permiten la

agrupacion de los acidos poliurénicos (Norajit et al., 2010).

Para la elaboracién de materiales utilizando alginato de sodio, como es el caso de
las peliculas y recubrimientos, se recomienda incorporar alrededor del 0.5 - 2%
peso/volumen y se puede combinar con glicerol para mejorar la disolucion de la
mezcla y optimizar las propiedades (Norajit et al., 2010). La temperatura también es
importante en la formacién de geles con alginato de sodio. Se ha observado que la
viscosidad del alginato de sodio se incrementa a temperaturas entre 25°C y 40°C,

lo que favorece la disolucion de la mezcla (Méndez Reyes et al., 2014).

Debido a las cualidades gelificantes del alginato de sodio, las peliculas elaboradas
con dicho compuesto, son generalmente hidrofilas, lo que significa que tiene gran
absorcion de agua y suelen hincharse (Su Cha et al., 2002). Las propiedades
funcionales del alginato de sodio, como su capacidad para gelificar, espesar,
estabilizar, emulsionar y formar peliculas, lo hacen adecuado para retener la
humedad en productos perecederos, producir cambios en la atmosfera de los
productos recubiertos y disminuir el oscurecimiento enzimatico en alimentos

minimamente procesados (Méndez Reyes et al., 2014).
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2.2.2 Almidén

El almiddén es polimero de unidades de D — glucosa compuesto por una mezcla de
polisacaridos en un 80% amilopectina y 20% amilosa, dos polisacaridos similares

en su estructura (Dias Alves et al., 2007).

La amilosa es una cadena lineal formada por la condensacion de D-glucopiranosas
a través de enlaces glucosidicos (1, 4), lo que resulta en largas cadenas. La unidad
repetitiva de la amilosa es la a-maltosa, que adopta facilmente una conformacién
tridimensional helicoidal. Cada vuelta de la hélice contiene seis moléculas de
glucosa, lo que le confiere una estructura caracteristica. Por otro lado, la
amilopectina es una molécula ramificada, con enlaces a-D-(1,6) que conectan las

ramificaciones con las unidades lineales de glucosa (Dias Alves et al., 2007).

Estas caracteristicas estructurales del almidén, como la presencia de amilosa y
amilopectina en su composicion, influyen en sus propiedades funcionales en la
industria alimentaria. El almidon es conocido por su capacidad de formar geles
cuando se somete a un tratamiento térmico de calentamiento y enfriamiento. La
amilosa, debido a su conformacion helicoidal, tiende a formar geles mas firmes y
resistentes al calor, mientras que la amilopectina, con sus ramificaciones, forma

geles mas suaves y menos resistentes al calor.

Ademas de su capacidad de formar geles, el almidén también se utiliza como
espesante y estabilizante en la industria alimentaria. La presencia de amilosa en el
almidén confiere propiedades espesantes, ya que la amilosa tiene una mayor
capacidad para absorber agua y formar estructuras viscosas (Vazquez-Luna et al.,
2019). Esto lo hace util en la preparacion de salsas, sopas, cremas y otros alimentos
gue requieren una mayor viscosidad. Por otro lado, la amilopectina con sus
ramificaciones contribuye a la estabilidad de las emulsiones y la textura en
productos como helados, cremas y productos lacteos. Por dichas propiedades
espesantes y estabilizantes, la concentraciéon de almidén se puede ajustar para

obtener las caracteristicas deseadas de consistencia (Vazquez-Luna et al., 2019).
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2.2.3 Glicerol

El glicerol es un compuesto ampliamente utilizado como agente plastificante en las
peliculas comestibles, y su incorporacion en la mezcla a una concentraciéon del 6 -
12% P/V tiene un impacto significativo en las propiedades de la pelicula (Vazquez-
Luna et al., 2019).

La concentracion de glicerol en la pelicula afecta la permeabilidad de vapor de agua
y de otros gases. A medida que se aumenta la concentracion de glicerol, se observa
un aumento en la adsorcién de la pelicula, lo que la hace mas higroscopica debido
a la naturaleza del glicerol y la porosidad al combinarlo con almidén en la

elaboracion de peliculas (Vazquez-Luna et al., 2019).

Los aditivos plastificantes, como el glicerol o el sorbitol, son esenciales para lograr
la flexibilidad necesaria en la pelicula, lo que reduce su fragilidad y mejora sus
propiedades mecanicas. Esto se debe a la naturaleza hidrofilica de estos
compuestos, lo que les permite mejorar las propiedades de los hidrocoloides

utilizados en la fabricacion de la pelicula (Chiralt et al., 2015).

Con un mayor contenido de plastificante, también se incrementa la solubilidad en
agua (Méndez Reyes et al., 2014). A medida que se incluye una mayor cantidad de
una sustancia plastificante en una matriz polimérica, la elongacion y la deformacion

se incrementan (Dias Alves et al., 2007).

2.2.4 Mucilago de Chia

El mucilago de chia es un gel mucilaginoso extraido de las semillas de chia (Salvia
hispanica) que ha demostrado tener propiedades interesantes en la formacion de
peliculas comestibles. Este gel actia como una barrera fisica que brinda proteccion
digestiva, facilitando la conversion de carbohidratos en azucares y aumentado la

sensacion de saciedad (Mufioz, Aguilera, et al., 2012; Mufioz, Cobos, et al., 2012).
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La estructura del mucilago de chia esta compuesta principalmente por un
tetrasacarido con ramificaciones de &cido glucuronico junto con xilosa y glucosa
(Garcia e Silva et al., 2022). Estas caracteristicas estructurales, brindan las
propiedades viscoelasticas presentes en el mucilago, favoreciendo la formacién de
una red de gel. Esta red presenta un aumento en su modulo de elasticidad a
concentraciones mas altas de mucilago y una disminucion a medida que la
temperatura aumenta. Ademas, la dispersibn de mucilago de chia muestra

resistencia al calor en un rango de temperaturas de 40°C a 80°C (Goh et al., 2016).

El proceso de optimizacion de mucilago de chia se ve influenciado por la
temperatura y el pH. Se ha observado que, a temperaturas mas altas, la viscosidad
aumenta debido a la formacion de nuevos enlaces de hidrogeno entre las moléculas
de mucilago, lo que resulta en la formacion de un gel. Ademas, el aumento de la
densidad de carga del polisacarido con el pH alcalino conduce a una mayor
viscosidad debido a la expansién molecular y la repulsion electrostética entre los

grupos funcionales (Hussain et al., 2020).

Asi mismo, el mucilago de chia ha sido descrito como una nueva fuente potencial
de goma de polisacarido debido a sus propiedades mucilaginosas a bajas
concentraciones en soluciones acuosas, haciendo que el mucilago de chia sea un

material prometedor en la formacién de peliculas comestibles (Dick et al., 2015).

2.3 Generalidades de la semilla de chia

La semilla de chia (Salvia hispanica) es una planta perteneciente a la familia
Lamiaceae (Figura 3), y ha ganado visibilidad en la actualidad debido a sus posibles
propiedades tecnofuncionales y aspectos relevantes para la salud. Numerosos
estudios han confirmado las propiedades nutricionales de las semillas de chia, que
contienen un 5-6% de mucilago compuesto principalmente por xilosa, glucosa y
acido glucurdnico, lo que provoca la formacion de polisacaridos ramificados de alto

peso molecular (Dehghani et al., 2020; Garcia e Silva et al., 2022).
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Figura 3. Representacion de la planta Salvia hispanica.

Fuente: Disefio obtenido de Canva.

El mucilago de chia se compone principalmente de carbohidratos, representando
aproximadamente el 75 - 78% de su contenido, seguido de proteinas con un 9.7 —

10.6%, ceniza con un 8.79%, y lipidos con un 2% (Mufioz, Cobos, et al., 2012).

Las propiedades emulsionantes del mucilago de chia estdn asociadas con el
contenido de proteinas, que forman parte integral del polisacarido y su actividad
superficial. La proteina de chia puede ser extraida de la harina de semilla
desgrasada en un medio acuoso alcalino con un pH de 8-12, y precipitarse en el
punto isoeléctrico de la proteina, que se encuentra en un rango de pH de 3.0 - 5.0,
obteniendo un aislado de proteina de chia con cerca de 800 g/kg de proteina (Lopez
et al., 2018).

El contenido de sacarosa en el mucilago de chia contribuye a aumentar su
viscosidad, ya que promueve la formacion de puentes de hidrégeno entre el
polimero y los grupos azucar-OH, lo cual puede crear zonas de unidn y estabilizar
la estructura del mucilago (Capitani et al., 2015). Ademas, las semillas de chia son
una fuente rica de fibra dietética, con mas de 300 g/kg de su peso total compuesto

por fibra, y aproximadamente 400 g/kg de aceite, del cual 600 g/kg es acido
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linolénico (omega 3). También son una fuente natural de vitaminas, minerales y
antioxidantes como la miricetina, el acido clorogénico, el acido cafeico, la quercetina

y el kaempferol (Mufioz-Tébar et al., 2022).

2.4 Proceso digestivo

Una etapa clave al hablar de alimentacion, implica el proceso digestivo, ya que es
un complejo mecanismo que involucra una serie de etapas para descomponer los
alimentos consumidos y absorber los nutrientes necesarios para el funcionamiento
del organismo (Motta et al., 2021). Se lleva a cabo en el sistema digestivo (Figura
4), pero especialmente dentro del tracto digestivo podemos encontrar la presencia
de enzimas y biopeliculas microbianas. Estas biopeliculas son colonias de
microorganismos que se adhieren en el epitelio, y se ha observado que los
microorganismos que colonizan el tracto digestivo tienen una funciéon importante

para la asimilacion de nutrientes (Motta et al., 2021).

Otro factor relevante en la digestion es la presencia de fibras solubles que tienen un
impacto positivo en el tiempo de transito gastrointestinal y, por lo tanto, en la
digestién. Se ha demostrado que estas fibras solubles prolongan el tiempo de
transito gastrointestinal, lo cual mejora la digestion y provoca un aumento gradual
de los niveles de glucosa en sangre, asi como una disminucion de la resistencia a

la insulina a lo largo del tiempo (Garcia e Silva et al., 2022).

Es interesante destacar que algunos probidticos, como Lactobacillus vy
Bifidobacteria, forman parte de la microbiota presente en el revestimiento del
intestino y suelen formar biopeliculas en su estado natural, formando una capa

protectora alrededor de las células individuales (Macfarlane et al., 2011).
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Figura 4. Representacién del sistema digestivo. Se resalta la presencia de

microbiota en el intestino.

Fuente: Elaboracion propia.

2.5 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que confieren beneficios para la salud
del huésped, segun la definicion de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion y la Organizacién Mundial de la Salud (Food and
Agriculture Organization, 2006). Estos microorganismos presentan caracteristicas
como capacidad de ser tolerados por el sistema inmune del huésped, resistencia a
los &cidos géstricos y sales biliares, capacidad de adherirse a la mucosa intestinal
y colonizarla, sinergia con la microbiota endégena normal y capacidad de potenciar
las defensas inmunitarias del huésped, asi como ser seguros para el consumidor
(De Araujo U. et al., 2015).

Los probidticos se utilizan como suplementos nutricionales para restaurar la salud
intestinal y mejorar los sintomas gastrointestinales, como el dolor abdominal, la

diarrea y el estrefiimiento (Kechagia et al., 2013). Los organismos probidticos
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confieren sus beneficios para la salud a través de la inhibicién del crecimiento de
patogenos, el mantenimiento de la microflora intestinal que promueve la salud y la
estimulacién de la respuesta inmunitaria del huésped. En el caso de recubrimientos
comestibles, es importante que las células probibticas conserven su viabilidad
durante las diferentes etapas de procesamiento, almacenamiento y consumo, para

garantizar su presencia en el intestino (Sin Cheow & Hadinoto, 2013).

Los probidticos han sido probados para conferir beneficios nutricionales y
terapéuticos (Harel & Tang, 2014). Por ejemplo, se ha demostrado que mejoran los
sintomas de intolerancia a la lactosa, modulan la respuesta inmune, aumentan la
resistencia a las enfermedades infecciosas intestinales, disminuyen la duracion de
la diarrea, mejoran o previenen el estrefiimiento, disminuyen la presion arterial y los
niveles de colesterol sérico, y modulan los lipidos en sangre, ademas que
promueven la produccion in situ de vitaminas (Salazar A & Montoya C, 2003). Por
otro lado, los probiéticos apoyan en la prevencién del cancer de colon y brindar una
proteccion en el intestino. En algunos casos se ha identificado que protegen contra
infecciones respiratorias, del tracto urogenital y previenen infecciones en heridas

quirdrgicas ( Malik et al., 2022).

2.5.1 Limosilactobacillus reuteri

Limosilactobacillus reuteri, anteriormente conocida como Lactobacillus reuteri, es
una bacteria Grampositiva heterofermentativa que se encuentra de forma natural en
el intestino de mamiferos y aves (Figura 5). Esta bacteria ha sido identificada como
un probidtico con multiples beneficios para su huésped, especialmente en la lucha
contra infecciones dafinas y en la mediacion del sistema inmunoldgico (Hou et al.,
2015).

Una de las caracteristicas importantes de L. reuteri es su capacidad de adhesion al
epitelio intestinal, produciendo proteinas que se unen a la mucosidad, brindandole
protecciéon del ataque de microorganismos patégenos y esto contribuye a mantener

un equilibrio saludable en la microbiota intestinal (Hou et al., 2015).
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Limosilactobacillus reuteri posee propiedades probiéticas, lo cual significa que es
capaz de colonizar el tracto gastrointestinal humano y tiene la capacidad de inhibir
el crecimiento de microorganismos causantes de enfermedades, siendo un
probidtico versatil, ya que puede colonizar diferentes sitios del cuerpo humano,
como el tracto urinario, la piel y la leche materna (Casas & Dobrogosz, 2000;
Saviano et al., 2021).

El uso de L. reuteri como probio6tico ha demostrado ser beneficioso en la modulacion
del microbiota intestinal, la eliminacién de infecciones y la atenuacion de los
sintomas gastrointestinales en condiciones como colitis entérica, diarrea asociada
a antibitticos, sindrome del intestino irritable, enfermedad inflamatoria intestinal y
estreflimiento cronico (Dore et al., 2019). Se ha observado que L. reuteri produce
moléculas antimicrobianas como la reuterina y promueve el desarrollo y la
funcionalidad de las células T reguladoras, fortaleciendo la barrera intestinal y
disminuyendo la translocacién microbiana, lo cual tiene efectos antiinflamatorios
(Saviano et al., 2021).

Limosilactobacillus reuteri es una bacteria probidtica que ofrece multiples beneficios
para su huésped. Sus propiedades de adhesion al epitelio intestinal, produccion de
moléculas antimicrobianas, modulacién de la microbiota intestinal y fortalecimiento
de la barrera intestinal lo convierten en un probiotico prometedor en la prevencion y
tratamiento de infecciones y enfermedades gastrointestinales (Cleusix et al., 2008;
Hsiao et al., 2021).

Ademas, L. reuteri ha demostrado tener efectos inhibidores sobre el crecimiento de
microorganismos patégenos como rotavirus, E. coli, Salmonella, Clostridium vy
Campylobacter, tanto in vitro como in vivo (Schaefer et al., 2010). Esto resalta su

potencial como agente para la prevencion y tratamiento de infecciones intestinales.
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Figura 5. L. reuteri en la bibliografia. Observaciéon en SEM.

Fuente: Dishisha, 2013.)

2.6 Crecimiento bacteriano

El conocimiento de las condiciones nutrimentales y metabdlicas que afectan el
crecimiento bacteriano, como la disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH y
presencia de oxigeno, es fundamental para medir el crecimiento de los
microorganismos en cultivo. Usualmente, este crecimiento se mide en funcion de
una variable dependiente como el tiempo, en comparacién con un parametro
independiente, como las unidades formadoras de colonias (UFC), que indican el

namero de células microbianas presentes en una poblacion (Gonzélez et al., 2022).

Dentro del estudio del crecimiento bacteriano, se reconocen cuatro fases que
proporcionan informacién sobre el estado del microorganismo (ver Figura 6). La
primera fase es la de latencia, que corresponde al periodo de adaptacion a las
condiciones de crecimiento. Le sigue la fase exponencial, caracterizada por un
crecimiento acelerado con una tasa constante y una velocidad maxima. A
continuacion, posteriormente inicia la fase estacionaria, en la cual el crecimiento

alcanza su valor maximo y comienza a disminuir debido a la escasez de nutrientes
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a la acumulacion de productos de desecho. Por dltimo, se produce la fase de
muerte, en la cual los microorganismos comienzan a decaer debido a la falta de

nutrientes y la acumulacion excesiva de desechos (Castro Crespo, 2020).

L Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

0q

(@)

n Q9 = - M

Medicién
Figura 6: Fases de crecimiento bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia.

Existen diversos métodos para cuantificar el crecimiento bacteriano, los cuales nos
permiten identificar en qué fase y concentracion se encuentran las bacterias. Estos
métodos pueden ser directos, proporcionando un valor exacto, o indirectos,
brindando un parametro aproximado sobre las condiciones de crecimiento de los

microorganismos (Caycedo Lozano et al., 2021).

Entre los métodos directos mas utilizados se encuentra el recuento de colonias
viables mediante siembra en placas, el cual identifica el nUmero de colonias capaces
de crecer en esa condicion. Ademas, se utiliza el recuento directo por observacion
al microscopio en camara de Neubauer, que ofrece otra forma de estimacion

(Caycedo Lozano et al., 2021).
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Por otro lado, existen métodos indirectos que son mas rapidos y, con el adecuado
modelado de los datos, igualmente efectivos. Estos incluyen la medicion del
consumo de nutrientes por unidad de tiempo, asi como los métodos turbidimétricos,
gue emplean espectrofotbmetros para medir la densidad éptica o absorbancia
presente en la muestra, donde la presencia de la masa del cultivo dispersa es

proporcional al crecimiento (Caycedo Lozano et al., 2021).

2.6.1 Modelo de Gompertz

El modelo de Gompertz es una funcion matemética ampliamente utilizada en
diversos campos de estudio para describir el crecimiento y la decadencia. Se basa
en una relacion exponencial entre la velocidad de crecimiento especifico y la
densidad de la poblacion de interés. La ecuacion 1 utilizada para ajustar los datos

es la siguiente:

P(E) = k- e Gore™ [Ecuacion 1]
En donde:
P(t): Tamafio de poblacion en funcién del tiempo
k: Valor de capacidad del sistema de crecimiento
PO: Poblacion inicial existente
r. Tasa de crecimiento poblacional

t: Tiempo
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El modelo de Gompertz se divide en tres fases principales que reflejan el proceso
de crecimiento y decadencia en una poblacion (Figura 7). La primera fase es de
crecimiento exponencial, donde la poblacién sigue un patron exponencial debido a
las condiciones ideales de crecimiento. Luego, se produce la fase de interaccion
con el entorno, en la cual la poblacidon comienza a interactuar y se ve afectada por
diversos factores limitantes, lo que resulta en una desaceleracion del crecimiento
microbiano. Finalmente, se alcanza la fase de equilibrio, donde la interaccién con el
medio ambiente se vuelve mas intensa y limitante, lo que conduce a una
desaceleracion aun mayor del crecimiento. En esta fase, la poblacion se acerca a
un equilibrio en el que el crecimiento neto es minimo o nulo, y la tasa de crecimiento

se acerca asintéticamente a cero (Rodriguez Carrillo & Ulloa Ibarra, 2017).

Primera Sezunda Tacen

Nivel de

" saturadén = k

\ Funcién

Gompertz

— Puato de inflexién

Tamano
(pobladion, peso, talla, ctc.)

Tiempo

(afio, mes, hora, segundo, etc.)

Figura 7. Fases del modelo de Gompertz.

Fuente: ENIP, s/f.
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El modelo de Gompertz se distingue de otros modelos de cinética microbiana, como
el modelo exponencial y el modelo logistico. A diferencia del modelo exponencial,
gue asume un crecimiento ilimitado, el modelo de Gompertz considera un limite de
crecimiento o capacidad de carga. En comparacién con el modelo logistico, el
modelo de Gompertz presenta una fase exponencial mas pronunciada seguida de

una desaceleracion gradual hacia el limite (Rodriguez Carrillo & Ulloa Ibarra, 2017).

En el software R Studio, se pueden utilizar herramientas especificas para estimar
los pardmetros del modelo de Gompertz a partir de datos observados. Al aprovechar
bibliotecas y funciones especializadas, es posible ajustar el modelo a los datos y
obtener los valores de K, PO y r. Esto permite realizar predicciones del crecimiento
futuro y analizar el ajuste del modelo a los datos observados (Szabelska et al.,
2010).
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3.- JUSTIFICACION

La elaboracion de una pelicula comestible innovadora que combina los beneficios
de la chia (S. hispanica) y los probidticos como es el caso de Limosilactobacillus
reuteri (L. reuteri). Esta pelicula permitira brindar una proteccién a los alimentos al
mismo tiempo que mejorara la salud del consumidor, ayudando a contribuir a la

promocion de alimentos mas saludables y sostenibles en el futuro.

El uso de alginato y almidén, otorgan un soporte a la pelicula, mientras que la

presencia de glicerol brinda propiedades plastificantes.

El mucilago de chia es un componente natural que se obtiene de las semillas de la
planta Salvia hispanica. Este componente es rico en antioxidantes, fibra y acidos
grasos esenciales, lo que lo convierte en un ingrediente ideal para la elaboracion de
alimentos saludables. Ademas, el mucilago de chia ayuda a mejorar la retencion de
agua y la consistencia de la pelicula, lo que aumenta su eficacia como proteccion

de alimentos.

Por otro lado, los probidticos son microorganismos vivos que tienen un impacto
positivo en la salud humana. En este caso, estamos utilizando la especie L. reuteri,
una cepa probidtica conocida por sus propiedades antiinflamatorias,
inmunomoduladores y antimicrobianas. La incorporacién de probidticos en la
formulacién de la pelicula comestible permitira a los consumidores obtener una serie
de beneficios a la salud adicionales, al mismo tiempo que protege la calidad del

alimento.
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4.- HIPOTESIS

La pelicula comestible formulada a partir de mucilago de chia (Salvia hispanica)

permitird inmovilizar a la bacteria L. reuteri manteniéndolas viables.

5.- OBJETIVOS
5.1 Objetivos generales

e Formular una pelicula comestible suplementada con mucilago de chia (Salvia
hispanica), que permita la inmovilizacion de probioticos (Limosilactobacillus

reuteri).

5.2 Objetivos especificos

e Formular una pelicula comestible con mucilago de chia (S. hispanica), para
incorporar posteriormente las células bacterianas (L. reuteri).

e Determinar el crecimiento de L. reuteri en las condiciones experimentales

e Incorporar Limosilactobacillus reuteri en la mezcla formulada para la
obtencion de peliculas comestibles

e Evaluar la viabilidad de L. reuteri en las peliculas obtenidas
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6.- METODOLOGIA
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las pelicula comestibles de chia mucilago a la formulacién cinética microbiana
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Pellet Celular probidticos a las peliculas peliculas comestibles de los probiéticos

Figura 8. Resumen grafico de la metodologia.

Fuente: Elaboracion propia.

6.1 Equipos, materiales y reactivos

6.1.1 Equipos
e Balanza Granataria (Expoler PRO OHAUS)
e Bafio maria H20 (BALT Series)
e Campana de Flujo Laminar (CFL 103)
e Celdas para espectrofotometro
e Centrifuga (SOL — BAT J — 600)
e Contador de Colonias (SOL — BAT Q — 20)
e Espatula de laboratorio de acero inoxidable
e Espectrofotometro UV-vis (Velab VE)
e Horno de microondas (Panasonic Sensor 1200W)
e Incubadora (Barnstead 35550A)

e Kit de Tincidbn de Gram
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e Manta de cielo

e Matraz de Erlenmeyer de 125y 250 ml

e Micropipetas

e Microscopio electronico de barrido (JSM — 6610LV)
e Microscopio Optico (Marca Uscamel)

e Parrilla de agitacion (Marca Barnstead Thermolyne)
e Pipeta de 10 ml

e Pipeta Pasteur

e Potencidémetro (Marca Conductronic pH140)

e Refrigerador

e TermoOmetro

e Tubos de ensayo para centrifuga

e Ultra congelador de - 80°C

e Vasos de precipitado

e Vortex (Thermo Scientific)

6.1.2 Materiales y reactivos

Acido clorhidrico (HCI al 10%)

Agar bacteriol6gico (Marca BD Bioxon)
Agua de peptona (Marca Merck)

Agua destilada

Alginato de sodio (Marca Quimica Mercurio)
Almidén (Marca FABPSA)

Caldo MRS (Marca Merck)

Citrato de sodio

Glicerol al 99%

Hidroxido de sodio (NaOH 1M)

Bilis de buey (Marca Meyer)

Semillas de chia (Salvia hispanica)
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6.2 Microorganismo de estudio

6.2.1 Limosilactobacillus reuteri CUV Y12

El microorganismo de estudio con el que se trabajé en la investigacion es
Limosilactobacillus reuteri CUV Y12, aislada de yogurt en los laboratorios de la
Direccion de Innovaciéon y Transferencia de Conocimiento (DITCo), perteneciente a
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) dentro del estado de
Puebla, México.

6.2.2 Condiciones generales de crecimiento y mantenimiento

La cepa de estudio de L. reuteri Y12, se almacena en criotubos con caldo MRS
suplementado con una concentracion final de 25% de glicerol en el ultracongelador

de -80°C, los cuales son renovados continuamente para favorecer su viabilidad.

El crecimiento de L. reuteri Y12 se realiza con la toma de una muestra del inoculo,
el cual es estriado en placas de medio MRS, que se incuban a 37°C en un lapso de
24 a 72 horas.

6.2.3 Tincién de Gram

Aunque la CUV Y12 de L. reuteri, esta identificada por secuenciacion y se cuenta
con respaldo en el almacenamiento del ultracongelador, se realiza una tincion de
Gram para garantizar la presencia de L. reuteri, observando los resultados en un

microscopio optico.

6.3 Determinacién de la cinética microbiana
Se toma una colonia de la placa que contiene la cepa CUV Y12 en un tubo de 9 ml
de caldo MRS, para ser incubado durante 24 horas a 37°C. Para posteriormente

tomar una muestra de 30 yl que se vierte en un Matraz de Erlenmeyer de 250 ml
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con 100 ml de caldo MRS para obtener el cultivo madre que se mantiene en

incubacion a 37°C.

Las mediciones se realizan a partir del tiempo 0 y posteriormente en intervalos de
tiempo constante, tomando 1 ml de caldo MRS sin inocular como blanco y 1 ml del
cultivo madre, los cuales se depositaban en celdas para realizar las lecturas de

absorbancia en el espectrofotometro a 600 nm.

Cada vez que se realizaba la lectura de densidad Optica, se realiza el recuento
bacteriano con el método de diluciones seriadas y vertido en placa con agar MRS y
se esperan que gelifiquen las placas, las cuales fueron incubadas a 37°C durante

un lapso de 24 a 48 horas.

Los datos obtenidos tanto de densidad éptica como el conteo de placas se utilizaron
para la construccion de la curva de crecimiento de L. reuteri, colocando la medicién
de la absorbancia medida en el espectrofotometro a 600 nm (eje X) contra el nUmero

de unidades formadoras colonias (UFC) (eje Y).

Para la obtencion del modelo de Gompertz, se utiliz6 el programa R Studio [Anexo
1].

6.4 Formulacion base de la pelicula comestible

La preparacion de las peliculas comestibles basada en alginato y almidén, fue
inspirada en la metodologia propuesta por Concha-Meyer (2008), sin embargo se
fueron modificando los porcentajes presentes en peso/volumen (Tabla 1) hasta
obtener una consistencia manejable, en funcién de los intervalos para alginato y
almidon, mas utilizados para la elaboracibn de peliculas y recubrimientos
comestibles (Méndez Reyes et al., 2014; Norajit et al., 2010; Su Cha et al., 2002;
Vazquez-Luna et al., 2019).
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Tabla 1. Modificacion de los parametros para la obtencién de la pelicula

comestible.
Reactivo Formulacion de Modificacién  Modificacion  Modificacion
referencia 1 2 3
Alginato 4 g (4 %) 2% 8 % 4%
Almidon 16 g (16 %) 4% 8 % 4%
Glicerol 20 g (20 %) 20 % 20% 20 %
Agua 100 mi 100 ml 100 ml 100 mi

destilada

Nota: Los porcentajes se presentan en la concentracién peso/volumen.

Y una vez obtenida una pelicula que tenia caracteristicas mas deseables como era
la modificacion 3, se procedié a modificar los valores de glicerol para modificar la
textura de secado (Norajit et al., 2010; Vazquez-Luna et al., 2019), dando como
resultado la composicion de la pelicula base que se utiliza en las posteriores fases

de experimentacion (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion de la formulacion base de peliculas comestibles.
Reactivo Cantidades Concentracion Porcentaje absoluto

(Peso/Volumen)

Alginato 29 2% 1.82%
Almidon 29 2% 1.82 %
Glicerol 60 6 % 5.47 %
Agua destilada 100 ml 100 ml 90.88%

Nota: para la obtencién del porcentaje absoluto, se utilizé el valor de densidad del agua

como 0.997 g/ml.
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El porcentaje absoluto establece el valor de cada reactivo en funcion del peso,
resultado de la division del peso de un reactivo dado de la formulacién, entre la
sumatoria del peso de todos los componentes. Dando como suma de porcentajes
el 100% (Ramirez Zermefio & Pérez Bejarano, 2022). La ecuacion 2 representa la

relacibn matematica del concepto:

(Peso del reactivo X)

Porcentaje absoluto reactivo x % = -
J 0 (Suma del peso de todos los reactivos)

[Ecuacion 2]

Para la elaboracién de las peliculas comestibles y posteriormente de pesar tanto el
alginato como el almidon, se calienta el agua destilada en un rango de temperatura
de 20 a 40 °C. Primero se debe disolver el almidon de forma gradual en el agua
destilada para evitar la formacion de grumos en la mezcla, una vez que se observa
uniforme la mezcla, se procede a incorporar el alginato de sodio hasta que se

contempla un cambio de viscosidad homogéneo.

En todo proceso de la elaboracion de peliculas, se debe conservar una temperatura
constante de 35 °C para favorecer la incorporacion de los compuestos. Finalmente

se agrega el glicerol y se homogeniza constantemente por 5 minutos.

Una vez que se obtiene la consistencia homogénea de la mezcla, se puede verter
en un contenedor para su almacenamiento y la muestra se deja secar durante 3

dias a temperatura ambiente.
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6.5 Extraccion del mucilago de chia

La extraccion del mucilago de la semilla de chia se lleva a cabo de acuerdo a la

metodologia descrita por Mufioz y colaboradores (2012).

Se colocan 20g de chia en 400 ml de agua destilada en un vaso de precipitado de
500 ml. El pH se ajusta a 8+/-0.02 empleando solucion de 0.1 M de NaOH, para
posteriormente mantener en agitacion constante a una temperatura de 80 °C

durante 2 horas.

Una vez hidratada la semilla de chia, se procede a la separacion del mucilago,
empleando como filtro un trozo de tela (manta de cielo) y apoyado de un colador,
los cuales previamente fueron esterilizadas por irradiacién con la lampara de luz UV

durante 15 minutos para tener condiciones asépticas.

El mucilago resultante se centrifuga a 3500 rpm durante 8 minutos para eliminar las
impurezas que pudieron producirse en el proceso de filtracion. El liquido resultante
corresponde al mucilago extraido, el cual se puede almacenar en condiciones de

refrigeracion para extender su vida util.

6.6 Formulacion de la pelicula comestible suplementada con mucilago de
chia

Una vez obtenida la formulacion base para la elaboracion de peliculas comestibles

gue se describe en el apartado anterior, se adicioné el mucilago de chia.

Debido al contenido de agua del mucilago extraido a partir de la semilla de chia, se
determin6 hacer una modificacion al pardmetro de volumen (100 ml de agua), para
lo cual se distribuyeron 50 % de mucilago liquido (50 ml) y 50 % de agua (50 ml).

La metodologia se desarroll6 de la misma manera que la formulaciéon base de
peliculas comestibles, con la modificacién que, al momento de medir el volumen, el

mucilago se disolvié con el agua destilada.
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Con la finalidad de estandarizar la formulacion para la obtencion de peliculas
comestibles suplementada con mucilago de chia, se hicieron los ajustes de datos

para reportar los valores en porcentaje absoluto (Tabla 3).

Tabla 3. Composicién de las peliculas suplementadas con mucilago de chia.

Reactivo Cantidades Porcentaje absoluto
Alginato 29 1.82 %
Almidon 29 1.82 %
Glicerol 69 5.47 %
Agua destilada 50 ml 45.42 %
Mucilago de chia 50 ml 45.47 %

Nota: Para la obtencién del porcentaje absoluto de mucilago de chia, se considera un
valor de densidad de 0.998 g/ml.

6.7 Obtencidn del Pellet Celular

Se siguié la metodologia propuesta por Concha - Meyer (2008) con ciertas

modificaciones ajustadas al microorganismo de interés.

L. reuteri se incubd 24 horas previas en caldo MRS, a partir de esta suspension
bacteriana se procedi6é a tomar una alicuota de 50 ul que se vertié en un Matraz de
Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de caldo MRS para obtener el cultivo madre con
la concentracion bacteriana de interés, determinando las UFC/ml estimadas en

funcion de la densidad 6ptica.

Del cultivo madre incubado, se transfieren 11 ml de inoculo en tubos para
centrifugacion, realizando una primera etapa a 3600 rpm por 15 minutos. Una vez

finalizada la primera centrifugacion se realizan lavados con agua de peptona,
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eliminando el sobrenadante de caldo MRS y agregando 5 ml de agua de peptona

por tubo.

Se realiza una segunda centrifugacion a 3600 rpm por 15 minutos y se vuelve a
eliminar el sobrenadante de agua de peptona, resuspendido el pellet celular en 1 mi
de agua de peptona para realizar la Ultima etapa de centrifugacién a 3600 rpm por

8 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se procede a homogenizar el pellet celular, para

poderlo incorporar en las peliculas comestibles.

6.8 Preparacién de la Pelicula comestible incorporada con probioticos

Una vez que se logr6é estandarizar la formulacion de las peliculas comestibles
suplementadas con mucilago de chia, se procedié a la incorporaciéon de los

probidticos (L. reuteri).

De acuerdo con la metodologia planteada se incorporé 1 ml de pellet celular
concentrado, al mismo tiempo que se incorpora el glicerol, para favorecer la

homogenizacion.

Para favorecer la presencia de los probidticos en las peliculas, se redujo la cantidad

de mezcla preparada a 50 ml de volumen (Tabla 4).
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Tabla 4 Composicion de la pelicula suplementada con mucilago e

incorporada con probidticos.

Reactivo Cantidades Porcentaje absoluto
Alginato 19 1.79 %
Almidon 1lg 1.79 %
Glicerol 30 5.37 %
Agua destilada 25 ml 44.61 %
Mucilago de chia 25 ml 44.65 %
Pellet celular 1ml 1.79%

6.9 Evaluacion de las peliculas comestibles

6.9.1 Caracterizacion fisica de las peliculas comestibles

Las peliculas elaboradas fueron sometidas a diversas pruebas para su evaluacion,
siendo la parte fisica uno de los primeros criterios cruciales. Empezando de forma
empirica con la evaluacion sensorial de la textura y elasticidad desde las primeras

mezclas, hasta el uso de microscopios para la observacion de la composicidn fisica.

En primera instancia se utilizé un microscopio éptico, tomando 1 cm? del material
para determinar el posible acomodo de los compuestos y posteriormente se hidratd
una pelicula para aplicarse la técnica de tincibn de Gram para evaluar la presencia

de los probidticos.

Empleando Microscopia electronica de Barrido (SEM) se identifico la presencia de
los probidticos junto con la interaccién conformacional, para lo cual se utilizé 1 cm?
de pelicula con un tratamiento previo de bafio de particulas de oro. Cabe recalcar

gue, para el uso del SEM, se requirié el apoyo de un experto en el tema.
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6.9.2 Pruebas de almacenamiento
Las peliculas comestibles que se elaboraron en diferentes etapas se sometieron a
diferentes condiciones de almacenamiento en diversos periodos de tiempo, para

posteriormente evaluar si existe alguna diferencia significativa.

Dentro de los criterios a evaluar, se sometieron a almacenamiento a temperatura
ambiente dentro de la ciudad de Puebla con un intervalo promedio de 10 a 27 °C,
tanto en condiciones donde pueden percibir luz solar y aisladas de total oscuridad.

Asi como la preservacion en cadena de refrigeracion a 4 °C.

El experimento fue monitoreado durante un periodo de 7 meses posterior a su

elaboracion.

6.9.3 Determinacion de la humedad

Para la determinacibn de humedad presente en las peliculas comestibles, se
prepararon muestras de 1 gramo de mezcla fresca, las cuales se pesan con una
balanza analitica junto con el recipiente. Posteriormente, las peliculas se secaron y

las muestras se volvieron a pesar para su analisis.

Los célculos se obtienen a partir de la ecuacion 3 para la determinacion del

porcentaje de humedad.

(P3—P1)
(P2—P1)

Humedad (%) = x 100 [Ecuacion 3]

Donde:

P1 = Peso del recipiente (Q)
P2 = Peso del recipiente con muestra fresca (Q)

P3 = Peso del recipiente con muestra seca (Q)
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6.9.4 Pruebas de viabilidad de los probio6ticos incorporados en la pelicula
comestible
Para determinar la viabilidad de los probiodticos inmovilizados en la pelicula

comestible disefiada, se basé en la técnica propuesta por Champagne et al. (1992).

En primer lugar, se preparan 50 ml de solucién de citrato de sodio al 1% P/V, para
proceder a incorporar la pelicula comestible seca, previamente se habia
determinado el peso fresco de la muestra para las pruebas. Para disolver la pelicula,
se coloca la solucién en agitacion constante hasta que se obtiene una mezcla

homogénea sin presencia de grumos.

Posteriormente, se distribuy6 el volumen en tubos de ensayo para realizar una
centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos. Una vez observado la presencia del
pellet celular, se elimina el sobrenadante y se realiza un lavado con 1 ml de agua
de peptona, para obtener el pellet celular en un solo tubo de ensayo. Este tubo se
centrifuga a 3600 rpm durante 10 minutos, y en caso de ser requerido, se realiza un

ultimo lavado con 1 ml de agua de peptona.

Finalmente, la suspensién conteniendo el pellet celular resuspendido en 1 ml de
agua de peptona, se usa para realizar las diluciones seriadas y el vertido en placas

con agar MRS.

6.10 Evaluacion del potencial probiotico

6.10.1 Evaluacién de viabilidad condiciones similares a la acidez estomacal
Siguiendo la metodologia propuesta por Gutiérrez Ramirez y colaboradores (2007)
con ciertas modificaciones en el analisis de datos, se realizo la evaluacion de la
capacidad de L. reuteri de sobrevivir en condiciones acidas; simulando la presencia
de acidez estomacal. Se realiz6 el ajuste de pH al caldo de cultivo MRS a un
intervalo de 2.5 con ayuda de HCI al 10%, para someter la cepa de estudio a la
acidez durante un intervalo de 2 horas, el cual es el tiempo promedio de digestidon

dentro del estobmago.
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Se realizaron mediciones al tiempo 0, 60 y 120 minutos, para medir el impacto de la
acidez. Utilizando el espectrofotometro se realizaron mediciones de absorbancia
para estimar el valor de UFC presentes y a la par, se realiz6 vertido en placa para
cuantificar las UFC/ml. Observando los resultados de 24 a 72 horas posterior al

crecimiento.

Cabe recalcar que se utilizé caldo MRS sin modificaciones, como blanco para hacer

la comparativa y que, al verter en placa, fue con Agar MRS sin modificaciones.

6.10.2 Evaluacion de viabilidad ante la presencia de sales biliares

Para evaluar la resistencia a las sales biliares, se retomd la metodologia de
Saavedra et al. (2003) con ciertas modificaciones, inoculando la cepa CUV Y12 en
caldo MRS fresco suplementado con 0.3 % p/v de sales biliares y en caldo MRS sin
modificaciones para el grupo control.

Se realizaron mediciones en el espectrofotometro a 600 nm en las horas 0, 1, 2, 3
y 4, que es el tiempo estimado de digestion en presencia de sales biliares,
simultdneamente se realiz6 el vertido en placa del inoculd y estriando 50 ul en
placas de agar MRS suplementadas con sales biliares, con el fin de tener un

parametro comparativo de forma cualitativa.

En el caso del blanco, se realiz6 la medicion en espectrofotdmetro y vertido de placa
en Agar MRS sin modificaciones, incubando en todos los casos las placas por un

intervalo de 24 a 72 horas para su observacion.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Microorganismo de estudio
7.1.1 Tincion de Gram

Con la finalidad de confirmar que la cepa CUV Y12 que pertenece a las bacterias
aisladas a partir de una muestra de yogurt artesanal y al realizar un analisis de
secuencia fue identificada como Limosilactobacillus reuteri (Landeta-Cortés
comunicacién personal), se realizé una tincién de gran para hacer una evaluacién

microscépica, obteniendo como el control (Figura 9).

Figura 9. Tincion de gran de L. reuteri. Observacion en microscopio 6ptico 100x
con aceite de inmersion.

Al observar la morfologia, se puede identificar la presencia de bacilos de forma
ovalados y alargados, con tonalidad morada, indicando que pertenece al grupo de
bacterias Gram positivas y cumpliendo con las cualidades deseadas para ratificar
gue se trabaja con L. reuteri.
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7. 2 Cinética microbiana

La recopilacion de los datos obtenidos durante la construccién de la cinética
microbiana para L. reuteri se reportan en la tabla 5, donde se muestran los datos
finales de las mediciones de densidad 6ptica a una longitud de onda de 600 nm en

relacion con el conteo de UFC/mlI al realizar el vertido en placa.

Tabla 5. Absorbancia contra UFC/ml para Limosilactobacillus reuteri.

Densidad optica UFC/ml
(600 nm)

0.007 3.35x10°
0.008 3.50x10°
0.011 1.17x106
0.019 1.85x106
0.022 1.50x10°
0.027 5.50x10°
0.031 3.96x10°
0.056 8.90x108

0.07 1.84x10
0.076 2.40x107
0.092 2.48x107
0.113 2.17x107
0.147 1.65x107
0.693 4.75x107
1.058 1.02x108
1.465 4.35x108
1.779 8.15x108
2.164 1.99x10°
2.314 2.09x10%°

2.396 2.84x10°




En el caso de los datos recopilados, aunque se reportan en funcién de la densidad
optica, en el tiempo O de inoculacion se reporta un valor de OD 0.007 con una
concentracion de 3.35E+05 UFC/ml, mientras que el punto maximo detectado con
las técnicas propuestas corresponde a 2.314, logrando la escala de 2.09E+10
UFC/ml en aproximadamente 24 horas desde la inoculacion del cultivo madre con
MRS. Para favorecer la visualizacion de los datos, se grafico la densidad Optica en
el eje X comparado con el valor de UFC/ml en el eje Y, como se puede observar en

la figura 10.
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Figura 10. Crecimiento de L. reuteri. Grafica de la recopilacion de datos de
densidad optica contra UFC/m.

Mientras que en la figura 11, podemos observar la curva de crecimiento en color
azul, con los datos ajustados de acuerdo con el modelo de Gompertz, el cual permite
estimar el valor de UFC/ml al medir la densidad optica, permitiendo trabajar con

concentraciones mayores de L. reuteri.
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Figura 11. Curva de crecimiento de L. reuteri. La linea café indica los datos

ajustados al modelo de Gompertz.

7.3 Formulacion base de la pelicula comestible

La formulacion inicial de las peliculas comestibles, se inspiré en el trabajo propuesto
por Concha-Meyer (2008), sin embargo no se observaron los resultados deseados,
ya que se obtuvieron peliculas con mayor contenido de humedad, una textura mas
gruesa y como se observa en la figura 12 A, con presencia de grumos que
dificultaban la incorporacion de los reactivos, al mismo tiempo que eran mas
susceptibles a contaminacion por parte de hongos (Figura 12 B), ademas de tener

un peso promedio de 48.51 gramos al verter.
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Figura 12. Formulaciones de referencia. A.- Primera mezcla. B.- 3ra Mezcla.

Al realizar cambios en la formulacion de las peliculas, ajustando los parametros
sugeridos de alginato, almidén y glicerol, se obtuvieron mejores resultados. Al
presentar peliculas con mejor apariencia, sin ningun tipo de contaminacién, con un
color blanco opaco con cierta transparencia y al ser mas delgadas como se observa
en la figura 13.

Figura 13. Formulacién base de peliculas. A.- Mezcla fresca. B.- Pelicula seca.
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En la figura 13 que presenta las peliculas comestibles elaboradas con la formulacion
base mencionada en la metodologia, se puede observar en la figura 14 A, la mezcla
en fresco, la cual presenta mayor homogenizacidén y apariencia viscosa, mientras
gue en la figura 13 B, se muestra la pelicula seca, la cual presenta mejores

caracteristicas.

7.4 Extraccion de mucilago de chia

La extraccion del mucilago de la semilla de chia se realiz6 con la metodologia
descrita por Mufioz y colaboradores (2012), obteniendo 165 ml de mucilago por

cada 20 gramos de semilla de chia utilizada dando un rendimiento de 82.5%.

El producto final muestra las cualidades de un gel transparente, de apariencia
acuosa Yy tonalidad ambar como se muestra en la figura 14, ademas de presentar
una densidad de 0.9976 g/ml, pero para los calculos de la composicién, se hizo el
ajuste a 0.998 g/ml.

El mucilago obtenido se almaceno bajo refrigeracion a 4 °C y se renov6 cada 2

meses.

Figura 14. Mucilo Chia obtenido.
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7.5 Pelicula comestible suplementada con mucilago de chia

Para la elaboracién de las peliculas comestibles suplementadas con mucilago de
chia, se utilizd de referencia la formulacién base desarrollada en la etapa anterior,
con la modificacion inicial de modificar la parte liquida, agregando 50 ml de agua y
50 ml de mucilago. Una vez caracterizado el mucilago de chia, se ajusté al

porcentaje absoluto de 45.42% de agua destilada y 45.47% de mucilago de chia.

La mezcla se vertio en placas Petri de 60 mm de diametro, para reducir los tiempos

de secado y poder trabajar con muestras de 1 gramo de mezcla fresca.

Las caracteristicas de composicion de las peliculas suplementadas con mucilago
se muestran en la figura 15, obteniendo caracteristicas fisicas a la formulacién
original, pero con la principal modificacion de una mayor opacidad dada por la
incorporacion del mucilago. Lo cual se puede deber a la presencia de pigmentos
presentes en la semilla de chia, que se lograron colar al momento de extraer el

mucilago de chia, tal y como lo menciona Garcia y colaboradores (2022).

Figura 15. Peliculas suplementadas con mucilago. A.- Fresca. B.- Seca.

Las peliculas fueron sometidas a distintas pruebas como la parte de

almacenamiento durante 9 meses y la evaluacion con diferentes parametros.
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7.6 Pellet Celular

El proceso de extraccion de pellet celular es uno de los puntos clave de la
investigacién, pues aqui se determina la concentracion de UFC presentes de L.
reuteri por gramo de pelicula, llevando a cabo la metodologia indicada

anteriormente con ligeras modificaciones a lo largo de la experimentacion.

Figura 16. Pellet celular.

En la figura 16, se puede observar la extraccion del pellet celular, en color blanco
observamos una alta concentracién de L. reuteri, mientras que de color amarillo

translucido en el agua de peptona utilizado durante el proceso.

El valor de concentracion de L. reuteri, presente en el pellet celular extraido, varia
por diferentes factores, como las condiciones de crecimiento y nutricionales, que en
este caso se mantuvieron constantes (Gonzalez et al., 2022) y el principal factor
variable fue el tiempo, pero en todos los experimentos rondaron en una densidad
promedio de 2.379 (Valor del ultimo experimento), que de acuerdo al modelo de

Gompertz determinado para la cepa trabajada, estima un valor de 4.51x10° UFC/m.
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El pellet celular concentrado en 1 ml se obtuvo a partir de 88 ml del caldo MRS
centrifugados, lo que significa que el valor final corresponde a 3.97x10*' UFC

presentes en el 1 ml de pellet celular.

7.7 Pelicula comestible incorporada con probioticos

Uno de los objetivos principales de la investigacion es la inmovilizacion de
probiéticos en las peliculas comestibles compuestas principalmente por la matriz de
mucilago de chia, por lo que se incorporo el pellet celular con una concentracion de
3.97 x10!! Unidades formadoras de colonias de L. reuteri presentes en el 1ml de

pellet.

Para favorecer la presencia de L. reuteri y pueda ser considerado como probiético,
se recomienda incorporarlo con una concentraciéon minima de 1x10® UFC/g (Sin
Cheow & Hadinoto, 2013), por lo que se prepar6 54.88 gramos de mezcla al cual se
le incorpor6 el pellet celular, dando una concentracion de 1.45 x108 UFC/g de

pelicula en fresco, que se puede observar en la figura 17 A.

Figura 17. Peliculaincorporada con probidticos. A Mezcla Fresca. B.- Seca.
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La incorporacién de los probidticos en las peliculas comestibles suplementadas con
mucilago de chia mejoré las caracteristicas del producto en seco (Figura 17 B), al
disminuir la tonalidad ambar adquirida al afiadir el mucilago, dado que el pellet tiene

una tonalidad blanquecina que contrarresta la opacidad.

7.8 Evaluacion de las peliculas comestibles

7.8.1 Caracterizacion fisica de las peliculas comestibles

Una vez formulada las peliculas comestibles con la suplementacion de mucilago de
chia en la matriz de polimeros y la incorporacién de probiéticos, se realizaron
diversas pruebas para evaluar el potencial de los productos finales.

El primer factor, son parametros cualitativos relacionados a la parte fisica,
observando que las peliculas elaboradas muestran elasticidad (Figura 18) que
favoreceria el manejo como barrera protectora y que de acuerdo con Goh y
colaboradores (2016), es aportado en gran medida por la presencia del mucilago de

chia.

Asi mismo se observa cierta opacidad, que tendra un gran rol en la proteccién de
los alimentos recubiertos cuando se expongan a la presencia de luz visible y
ultravioleta (Ocak, 2020).

Figura 18. Elasticidad en peliculas comestibles.
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El analisis fisico se realiz6 empleando microscopia, para la observacion de la
conformacion de granulos que podrian corresponder al almidén y alginato, asi como
gotas que pueden corresponder al glicerol y la presencia de pigmentos
correspondientes al mucilago (Figura 19 A). Mientras que en la figura 19 B, se
observa un fragmento de pelicula que muestra la posible encapsulacion de los

probidticos.

Figura 19 Composicion fisica. A. Observacion de conformacion de la pelicula. B.

Encapsulacién de probidticos.

Para reafirmar la composicion fisica, se realizaron observaciones en el microscopio
electronico de barrido (Figura 20) con un acercamiento de 5000x, el cual reafirma la

presencia fisica de L. reuteri inmovilizada en las peliculas comestibles
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Figura 20. Observacion en Microscopio SEM. Observacion a 5000x.

7.8.2 Pruebas de almacenamiento
A . B ! Cc .

Figura 21. Pruebas de almacenamiento en funcion del tiempo. A.

Almacenamiento en condiciones ambientales (Dia 1). B. Almacenamiento en
refrigeracion (Dia 1). C. Almacenamiento en oscuridad (Dia 1). D. Alimacenamiento
en condiciones ambientales (Dia 210). E. Almacenamiento en refrigeracion (Dia
210). F. Almacenamiento en oscuridad (Dia 210).
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Las peliculas comestibles suplementas con mucilago de chia e incorporacién de
probioticos, se sometieron a diversas condiciones de almacenamiento para evaluar

su reaccion a diferentes factores ambientales (Figura 21).

Dentro de los criterios a evaluar, se sometieron a almacenamiento a temperatura
ambiente dentro de la ciudad de Puebla con un intervalo promedio de 10 a 27 °C,
tanto en condiciones donde pueden percibir luz solar (Figura 21 A), aisladas de total
oscuridad (Figura 21 B), asi como la preservacion en cadena de refrigeracion a 4
°C (Figura 21 C).

Pasando un lapso de 7 meses, que corresponde a cerca de 210 dias, se realizaron
las evaluaciones finales, observando que la pelicula que no sufri6 cambios fisicos
significantes fueron las peliculas almacenadas en total oscuridad (Figura 21 F) y en
refrigeracion (Figura 21 E); mientras que en las peliculas guardas en condiciones
ambientales que podian percibir luz solar (Figura 21 D) se observd un

oscurecimiento probablemente por la oxidacion de compuestos en presencia de luz.

7.8.3 Determinaciéon de la humedad

Una de las finalidades de las peliculas y recubrimientos comestibles como
tecnologias emergentes es que actien como barreras en alimentos, por lo que se
requiere disminuir la presencia de humedad en los productos finales, pero que al
mismo tiempo sea un secado gradual para evitar un dafio drastico a las células

incorporadas como lo indica Yan y colaboradores (2022).

Para analizar dichos parametros, se seleccionaron 30 muestras aleatorias de
peliculas que fueron pesadas en fresco al momento de su elaboracién y
posteriormente en un intervalo de 3 a 5 dias de secado, los datos recopilados se

presentan en la tabla 6.
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Tabla 6. Determinacion de pérdida de humedad.

Peso - Pelicula
fresca
(gramos)
1.03
1.02
1.03
1.05
1.10
1.00
0.98
1.00
1.00
1.00
1.00
1.01
1.00
0.98
0.99
1.04
1.00
1.02
1.01
1.01
0.99
1.00
1.10
1.07
1.06
1.16

Peso - Pelicula
seca
(gramos)
0.14
0.13
0.13
0.12
0.12
0.11
0.11
0.10
0.11
0.10
0.10
0.11
0.10
0.11
0.11
0.12
0.10
0.09
0.08
0.08
0.10
0.10
0.12
0.13
0.10
0.14

Pérdida de

humedad

86.41%
87.25%
87.38%
88.57%
89.09%
89.00%
88.78%
90.00%
89.00%
90.00%
90.00%
89.11%
90.00%
88.78%
88.89%
88.46%
90.00%
91.18%
92.08%
92.08%
89.90%
90.00%
89.09%
87.85%
90.57%
87.93%
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27 0.99 0.09 90.91%

28 1.00 0.11 89.00%

29 1.57 0.15 90.45%

30 1.09 0.13 88.07%
Promedio 89.33%

Considerando que, en el momento de elaboracion, el agua incorporada junto al
mucilago acuoso corresponde en conjunto hasta al 90.89% de la composicion
liquida, el lograr una pérdida promedio de 89.33% se puede considerar un buen
valor que permitiria la viabilidad de los probiéticos al favorecer su encapsulacion en
la matriz de polimeros y al mismo tiempo seguir brindando la barrera de proteccion

de ciertos alimentos.

Esta pérdida de agua, modifica las propiedades fisicas y estructurales de las
peliculas comestibles, las cuales se pueden observar en el espesor y textura final,

tal y como lo sugiere Vazquez-Luna y colaboradores (2019).

7.8.4 Pruebas de viabilidad de los probioticos incorporados en la pelicula
comestible

Una prueba crucial para poder clasificar a las peliculas comestibles como un
producto con potencial probiético es la determinacién de L. reuteri de forma viable,
pues asi se garantiza que pueda colonizar el intestino y demostrar la efectividad de

la formulacion realizada.

Dado que previamente se logré la observacion fisica de L. reuteri en los diferentes
microscopios, se realizd una observacion méas para verificar la conformacion, pero
con la variante de realizar el fundamento de tincion de Gram (Figura 22), rectificado

la presencia de los probioticos en las peliculas en cuestion cualitativa.
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Figura 22. Tincion de Gram sobre las peliculas comestibles. Observacion

realizada en microscopio Optico a 40X*2X*25X con filtro polarizado.

Para la cuantificacién de células viables que se lograron inmovilizar en la pelicula
comestible y posteriormente liberarlos, se basd en la técnica propuesta por
Champagne et al. (1992), realizando pruebas por duplicado con diluciones seriadas
de 1 a 8, esperando un valor de 1.45x10% UFC/g en relacién a la concentracion
incorporada en las peliculas, sin embargo el valor resultante fue de 3.76x108,

indicando la pérdida de viabilidad de 2 logaritmos.

Las colonias resultantes de la prueba se pueden observar en la figura 23,
observando en la parte experimental que el crecimiento contable llevaba de 72 a
120 horas como se observar en la figura 23 A. Ademas, la mayoria de las colonias
se encontraban agrupadas en la mayoria de las observaciones como se muestra en
la figura 23 B, lo cual puede deberse a la formacion de congregados al momento de

inmovilizar los probiéticos en las peliculas.

54



Figura 23. Prueba de viabilidad en peliculas con mucilago de chia. A. Placa

contable con colonias viables. B. Crecimiento de colonias viables.

7.9 Evaluacion del potencial probiético

7.9.1 Evaluacion de viabilidad condiciones similares a la acidez estomacal

Si bien diversos autores colocan a L. reuteri como un microorganismo con potencial
probiotico y se han estudiado los efectos benéficos que produce, se buscé confirmar
gue la cepa CUV Y12 de L. reuteri a partir de una muestra de yogurt tenga dicho
potencial probiético, sobreviviendo a las condiciones de digestion.

Para ello, se sometieron las colonias en una simulacion de acidez digestiva a un pH
cercano a 2.5y ala par se comparo la respuesta de crecimiento normal de la misma
cepa. Como se puede visualizar en la figura 24, no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de L. reuteri. Esto coincide con lo reportado en
diversas cepas de probioticos, especialmente de L. reuteri gue muestran resistencia

a entornos acidos (Mu et al., 2018).
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Figura 24. Viabilidad de L. reuteri en condiciones similares a la acidez
estomacal. A.- Placa control (Hora 0). B. Colonias sometidas a acidez (Hora 0).

C.- Placa control (2 horas). B. Colonias sometidas a acidez (2 Horas).

7.9.2 Evaluacion de viabilidad ante la presencia de sales biliares

El determinar si la cepa CUV Y12 de L. reuteri muestra viabilidad en la simulacion
del trato digestivo en presencia de sales biliares, es crucial porque los probidticos
gue pueden sobrevivir en presencia de la bilis, tienen mas probabilidades de
alcanzar el intestino grueso, donde pueden ejercer sus efectos beneficiosos, como
el apoyo a la digestion, la modulacion del sistema inmunologico y el equilibrio de la

microbiota intestinal (Sivamaruthi et al., 2020).

La prueba se realizé de forma cualitativa en 2 con respecto al grupo control, los
resultados se pueden observar en la figura 25, comparando los valores iniciales en

relacion con las 4 horas estimadas de digestion en presencia de sales biliares.
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Figura 25. Viabilidad de L. reuteri en presencia de sales biliares. A. Placa
control (Hora 0). B. Siembra por estriado sobre sales(Hora 0). C. Vertido en medio
modificado con sales (Hora 0). D . Placa control (4 horas). E. Siembra por estriado

sobre sales (4 horas). F. Vertido en medio modificado con sales (4 horas).

En la figura 25 F que corresponde a la técnica de vertido en placa con el medio MRS
modificado con sales biliares a las 4 horas, podemos observar en relacion con la
figura 25 C, que disminuye el crecimiento microbiano, pero que la cepa CUV Y12
de L. reuteri si muestra cierta tolerancia a la bilis, siendo una caracteristica

importante de las bacterias acido lacticas (Saavedra et al., 2003).

Asi mismo, podemos observar en la figura 26, la adaptacion de L. reuteri en
presencia de sales biliares, visualizando en la figura 26 A el crecimiento esperado
de las bacterias en condiciones 6ptimas a las 3 horas, en comparacion de la figura
26 B que muestra el crecimiento celular, pero con afectaciones en su morfologia y
viabilidad, tal y como lo reporta Mu y colaboradores (2018) en otros tipos de

probiéticos sometidos a las mismas pruebas.
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Figura 26. Adaptacién de L. reuteri en presencia de sales biliares. A.
Crecimiento normal a las 3 horas. B. Crecimiento en presencia de sales biliares a

las 3 horas.

Estos resultados, reafirman que la cepa CUV Y12 de L. reuteri, tiene potencial
probiotico, pero que se requiere la implementacion de técnicas de encapsulacion o
inmovilizacién celular para favorecer el efecto probiotico al ingerirlos. Por ello, la

pelicula comestible es una gran alternativa para reforzar la viabilidad.
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8.- CONCLUSIONES

En la investigacion desarrollada, se abordd el desafio de formular una pelicula
comestible suplementada con mucilago de chia (Salvia hispanica) con el propdsito
de inmovilizar probidticos, utilizando como bacterias de estudio a Limosilactobacillus
reuteri. Los resultados obtenidos brindan un horizonte al tema de viabilidad celular
y la aplicacion de las peliculas y recubrimientos comestibles en el ambito de

alimentos funcionales y favorecer el microbiota intestinal.

La formulacion de la pelicula brinda resultados satisfactorios, al demostrar que las
condiciones planeadas en la investigacion son adecuadas tanto en la creacion de
materiales como en la inmovilizacion de probiéticos, al obtener resultados positivos
en la viabilidad. Estos resultados sugieren que la matriz de alginato, almiddn,
mucilago de chiay glicerol, ofrecen un ambiente propicio para el mantenimiento de
las células y beneficiar la colonizacidn en el tracto gastrointestinal al mismo tiempo

gue permita la conservacion de ciertos alimentos.
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9.- PERSPECTIVAS

El tema de peliculas y recubrimientos comestibles son una buena linea de
investigacion por el gran potencial de este tipo de tecnologias emergentes dentro
de la industria alimentaria, se recomienda acompafiar el desarrollo con la vigilancia
tecnolégica para identificar las innovaciones y tendencias en el rumbo de alimentos
gue puedan ser compatibles con las peliculas formuladas. Ademas de replicar
ciertos experimentos en diversas condiciones y complementar la formulacion con
aceites esenciales para potenciar los efectos benéficos. Asi como evaluar la
solicitud de patente de la formulacion de peliculas y recubrimientos comestibles
suplementadas con mucilago de chia que favorecen la inmovilizacién de

probioticos.
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11.- ANEXOS

1. Script de R Studio para la determinacién del crecimiento microbiano

# Datos

densidad_optica <- ¢(0.007, 0.008, 0.011, 0.019, 0.022, 0.027, 0.031, 0.056,
0.070, 0.076, 0.092, 0.113, 0.147, 0.693, 1.058, 1.465, 1.779, 2.164, 2.314)
ufc_ml <- ¢(3.35E+05, 3.50E+05, 1.17E+06, 1.85E+06, 1.50E+06, 5.50E+06,
3.96E+06, 8.90E+06, 1.84E+07, 2.40E+07, 2.48E+07, 2.17E+07, 1.65E+07,
4.75E+07, 1.02E+08, 4.35E+08, 8.15E+08, 1.99E+09, 2.09E+10)

# Cargar las librerias

library(ggplot2)
library(minpack.lm)

# Ajuste del modelo de Gompertz

gompertz <- function(x, A, B, C) A * exp(-B * exp(-C * x))

gompertz_fit <- nlsLM(log10(ufc_ml) ~ gompertz(densidad_optica, A, B, C), start =
list(A =10"3, B =1, C = 1), trace = TRUE)

summary(gompertz_fit)

# Crear un marco de datos para la prediccion

densidad_optica_grid <- seq(from = min(densidad_optica), to =
max(densidad_optica), by = 0.001)

ufc_ml_pred <- 10"predict(gompertz_fit, newdata = data.frame(densidad_optica =
densidad_optica_grid))

# Crear el grafico con ggplot2
gg <- ggplot(data.frame(densidad_optica = densidad_optica, ufc_ml = ufc_ml),
aes(x = densidad_optica, y = log10(ufc_ml))) +

geom_point(shape = 16, cex=2,) +
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geom_line(data = data.frame(densidad_optica_grid, ufc_ml_pred), aes(x =
densidad_optica_grid, y = log10(ufc_ml_pred)), color = "#8B5A2B", lwd=1.5,) +

ylim(5, 10) +

xlim(0, max(densidad_optica) * 1) +

labs(x = "Densidad Optica (600nm)", y = "Log UFC/mI") +

theme_test()

# Imprimir el gréfico

print(gg)

# Prediccion para una densidad Optica de X niamero
densidad_optica_new <- 2.314

ufc_ml_pred_new <- 10™predict(gompertz_fit, newdata =
data.frame(densidad_optica = densidad_optica_new))
print(paste("La prediccion de UFC/mI para una densidad oOptica de",

densidad_optica_new, "es:", format(ufc_ml_pred_new, scientific = TRUE)))
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2. Memorias

FORMULACION DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES SUPLEMENTADOS

CON MUCILAGOS, COMO SOPORTE PARA INMOVILIZACION DE
BACTERIAS PROBIOTICAS

Zaragoza - Rodriguez, Andrea 1*; lllescas - Aparicio, Edgar 1; Landeta - Cortés, Gerardo 2;
Villa - Ruano, Nemesio 2; Romero - Arenas, Omar 3. 54 ed.illescas00@gmail.com TECNOLOGIA
1. Biotecnologia - BUAP. 2. DITCo - BUAP. 3. Instituto de Ciencias - BUAP.

INTRODUCCION

Las peliculas y recubrimientos comestibles actian como barreras para controlar la transferencia de humedad, oxigeno y sabores, previniendo el deterioro de la
calidad de los alimentos [1]. La incorporacién de probiéticos (L. reuteri) en el desarrollo de una cubierta que brinde proteccion a los alimentos y al consumidor, puede
mejorar con la inmovilizacién de los probidticos en una matriz para mejorar su viabilidad, siendo los soportes organicos los mas utilizados [2]. La incorporacion de los
mucilagos de chia y nopal en la formulacién de peliculas comestibles es idéneo por la similitud que presentan con distintas gomas comerciales [3].

OBJETIVO GENERAL RESULTADOS

Formular una pelicula comestible suplementada con mucilago de chia 7
(Salvia hispanica) y mucilago de nopal (Opuntia ficus-indica) que permita la ~
inmovilizacion de probidticos para conservar la viabilidad de

Limosilactobacilius reuteri.

MATERIALES Y METODOS

Figura 1. Peliculas comestibles suplementadas con mucilago e
inmovilizacion de L. reuteri. A. Con mucilago de Chia. B. Con mucilago de

nopal.
1.- Formulacién base de 2.- Extraccion de mucilago
pelicula comestible [4] de chia y nopal [5,6]
Alginato
Almidon
Glicerol -
Agua destilada Figura 2. Observacién en Microscopio electrénico de Barrido (5000x).
& | N Inmovilizacién de los probidticos sobre los recubrimientos suplementados
- — con mucilago de Chia.
D ——
3.- Incorporacion del 5.- Obtencion del
mucilago a la formulacién 4.- Determinar la pellet celular e
Alginato cinética microbiana incorporacion de los
g'lm'défl‘ probiéticos a las .
icerol i 0 73 I i~ 2T} s g .
peliculas [4] Figura 3. Observacién en microscopio éptico de la conformacién fisica

Agua destilada

Mucilago de las peliculas. A. Con mucilago de chia. B. Con mucilago de Nopal.

=P (. e AGRADECIMIENTOS

A la Direccién de Innovacion y Transferencia de Conocimiento (DITCo) por
brindarnos la oportunidad de realizar los proyectos de investigacién dentro

6.- Evaluacion de las 7.- Evaluacién de la viabilidad
peliculas comestible de los probiéticos [7] de sus laboratorios.

CONCLUSIONES

Se formularon peliculas comestible a partir de mucilago de chia y nopal las cuales contribuyen a mantener a las bacterias viables. Las pruebas de viabilidad
realizadas en los dos tipos de peliculas revelan una 6ptima taza de supervivencia, obteniendo al momento mayor viabilidad con el mucilago de chia. Las
caracterizaciones iniciales de las peliculas comestibles fueron satisfactorias. Los resultados obtenidos brindan un horizonte al tema de viabilidad celular y la
aplicacion de las peliculas y recubrimientos comestibles en el ambito de alimentos funcionales y favorecer el microbiota intestinal.
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Observacion de las peliculas comestibles con el Microscopio Electréonico de

Barrido.
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