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RESUMEN

En la actualidad el interés por los probidticos como Limosilactobacillus reuteri ha
aumentado debido a sus propiedades benéficas. Estas bacterias cuentan con actividad
antimicrobiana la cual ayuda a la recomposicion del microbiota intestinal, asimismo,
permite inhibir la colonizacién de microorganismos patdégenos. Sin embargo, factores
gastrointestinales, procesos y el tipo de almacenamiento pueden afectar la viabilidad de
estas bacterias. En este proyecto se trabajé la formulacién de una pelicula comestible
con mucilago de nopal con la finalidad de inmovilizar a L. reuteri. Esta pelicula se
conforméd por una variedad de soportes organicos como el glicerol, alginato de sodio y
almidon. Por otra parte, se decidio utilizar mucilago de nopal ya que México es el primer
productor a nivel mundial de esta planta. Asimismo, el nopal cuenta con propiedades

antioxidantes y terapéuticas las cuales podrian resultar utiles en la pelicula formulada.

El objetivo de este trabajo fue formular una pelicula para inmovilizar a L. reuteri y de esta
forma incrementar su viabilidad. Se realizé la caracterizacion fisica de las peliculas
mediante microscopia 6ptica y de barrido. Se llevaron a cabo pruebas de humedad para
conocer la perdida de agua en el proceso de secado. De igual forma se realizaron
pruebas de almacenamiento por seis y nueve meses para identificar si sufrian algun tipo
de cambio o contaminacion notoria. Finalmente, se realizaron pruebas de viabilidad para
asi determinar si las peliculas aumentaban, mantenian o disminuian la viabilidad de las

bacterias.

Los resultados obtenidos en este proyecto demuestran que la pelicula es util para la
inmovilizacion de bacterias y las mantiene viables. Sin embargo, es necesario llevar a

cabo estudios para aumentar la viabilidad en las peliculas.

Palabras claves: L. reuteri, peliculas comestibles, mucilago de nopal, viabilidad,

probiéticos.



ABSTRACT

Currently, interest in probiotics such as Limosilactobacillus reuteri has increased due to
its beneficial properties. These bacteria have antimicrobial activity which helps to
recompose the intestinal microbiota and also inhibits the colonization of pathogenic
microorganisms. However, gastrointestinal factors, processes and the type of storage can
affect the viability of these bacteria. In this project, we worked on the formulation of an
edible coating with cactus mucilage with the purpose of immobilizing L. reuteri. This film
was made up of a variety of organic supports such as glycerol, sodium alginate and
starch. On the other hand, it was decided to use cactus mucilage since Mexico is the
world's leading producer of this plant. Likewise, the cactus has antioxidant and
therapeutic properties which could be useful in the formulated film.

The objective of this work was to formulate a film to immobilize L. reuteri and thus increase
its viability. The physical characterization of the films was carried out using optical and
scanning microscopy. Humidity tests were carried out to determine the water loss in the
drying process. Likewise, storage tests were carried out for six and nine months to identify
if they suffered any type of change or noticeable contamination. Finally, viability tests
were carried out to determine if the films increased, maintained or decreased the viability
of the bacteria.

The results obtained in this project demonstrate that the film is useful for immobilizing
bacteria and keeping them viable. However, studies need to be carried out to increase

viability in films.

Keywords: L. reuteri, edible coating, nopal mucilage, viability, probiotics.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, el interés por los probidticos ha aumentado de forma importante,
esto se debe alos grandes beneficios que estos confieren cuando se consumen de forma
adecuada. Estos microorganismos son bacterias acido-lacticas sumamente importantes,
debido a que poseen propiedades bioterapéuticas, facilitan la digestion, protegen contra
distintas enfermedades, equilibran el sistema inmunolégico y el microbiota intestinal,

etcétera (Salazar & Montoya, 2003).

Las bacterias del género Lactobacillus destacan entre los probioticos y son considerados
como el taxdn con mayor potencial comercial (Rodriguez-Lépez et al., 2021). De forma
mas especifica, la especie Lactobacillus reuteri posee actividad antimicrobiana que
permite inhibir la colonizacion de microorganismos patégenos como: Escherichia coli,
Salmonella choleraesuis, Campylobacter jejuni, entre otros (Montiel et al., 2014).
Asimismo, ayuda a la recomposicion del microbiota intestinal (Mu et al., 2018). Sin
embargo, uno de los principales retos a los que se enfrentan estos microorganismos en
la industria alimentaria son los tratamientos tecnoldgicos y/o las condiciones de
almacenamiento, por otra parte, una vez que son ingeridos los factores gastrointestinales
como el oxigeno, el calor, la temperatura de almacenamiento, la acidez y las sales biliares
también pueden afectar en la estabilidad de las bacterias. Todos estos factores
representan una barrera en el consumo de los probiéticos que limitan su viabilidad. Por
esta razon, en los ultimos afios se han realizado esfuerzos para desarrollar tecnologias
que ayuden a aumentar la vida util de estos microorganismos (Perez-Leonard et al.,
2013).

Actualmente la inmovilizacion celular representa una excelente alternativa para el
confinamiento de células, manteniendo sus propiedades biologicas. Esta técnica es
sumamente atractiva debido a que cuenta con una variedad de ventajas en las que se
encuentra la facilidad de manejo y precios accesibles (Maneau-Hernandez, 2021). La
union a soportes organicos como el glicerol, alginato de sodio y almidon son ideales para

la formulacion de peliculas comestibles.
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Finalmente, el mucilago de nopal es una excelente alternativa para el desarrollo de una
pelicula comestible y més en un pais como México, el cual cuenta con aproximadamente
tres millones de hectareas de nopal silvestre, generando una produccion anual superior
a 812 mil toneladas de esta verdura (Morales, 2019), siendo el cultivo predominante la
variedad Milpa Alta, cultivado en el centro de la republica (Espino-Diaz et al., 2010).
Asimismo, el mucilago de nopal cuenta con propiedades antioxidantes y terapéuticas las
cuales lo convierten en un excelente candidato para esta formulacién. Por otra parte,
este mucilago es cominmente utilizado en la industria alimentaria como retenedor de

agua, espesante y agente encapsulante (Barron et al., 2022).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Bacterias Acido-LActicas

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son de tipo Gram positivas, fermentadoras,
aerotolerantes, no patogenas; presentan forma de cocos, bacilos o cocobacilos, son
comunmente utilizadas en la industria como cultivos iniciadores, carecen de citocromos
y no generan esporas (Contreras, 2021). Las BAL se encuentran distribuidas en distintos
habitats y han sido aisladas de distintos nichos como plantas, alimentos, bebidas, tracto
digestivo, entre otros. Los principales géneros que constituyen a este grupo de bacterias
son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, sin
embargo, en los Ultimos afos se han realizado revisiones taxondémicas las cuales
proponen la inclusion de otros géneros, como Aerococcus, Oenococcus,
Carnobacterium, Enterococcus y Weissella, entre otros (Raquena, 2018). Este grupo de
bacterias son acido-tolerantes, pueden crecer en valores tan acidos como 3.2, o valores
tan basicos como 9.6, sin embargo, crecen comunmente en rangos de pH entre 4y 4.5
(Ramirez, 2011).

Las BAL pueden ser clasificadas en dos principales grupos: homo y heterofermentativas,
esto en funcion de los productos de su metabolismo. Las homofermentativas son
aquellas que fermentan carbohidratos produciendo Unicamente acido lactico. Este tipo
de bacterias poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa, sin embargo, carecen de
la fosfocetolasa lo cual les impide formar otro tipo de productos. Entre las principales
bacterias homofermentadotas se encuentran:  Streptococcus, Lactococcus,
Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus. Las heterofermentativas ademas de
producir acido lactico también tienen la capacidad de producir diéxido de carbono vy
etanol, que, a diferencia de las homofermentativas poseen la enzima fosfocetolasa. Entre
las bacterias heterofermentativas se encuentran los géneros Leuconostoc, Lactosphera,
Oenococcus, Weisella, Carnobacterium y algunos Lactobacillus (Sanchez y Tromps,
2014).

Estas bacterias han desempefiado un papel esencial en la industria alimentaria, por su

contribucion significante a la textura mediante la coagulacién de caseinas, al aroma y
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sabor mediante la produccién de metabolitos, mejorando las caracteristicas sensoriales,
propiedades terapéuticas y ayudando a la adicion de nutrientes. Asimismo, la produccion
de &cido lactico genera una disminucion del pH lo cual ayuda a la preservacion de
alimentos de las esporas. Ademas, la mayoria de los probio6ticos son bacterias acido-
lacticas; dichos probiéticos son microorganismos que, cuando son consumidos en

cantidades adecuadas, ayudan a mejorar la salud del huésped (Huertas, 2010).

2.1.1 Probidticos

La palabra probidtico deriva del griego “pro-vida”, lo que quiere decir “a favor de la vida”.
Se trata de microorganismos que se encuentran vivos, no patégenos, que otorgan
beneficios en la salud; participan en la prevencion y tratamiento de distintas
enfermedades digestivas, intestinales, hepaticas, entre otras. Actian mediante el
mejoramiento de la funcion inmune del huésped, asi como en la homeostasis intestinal,

y pueden contribuir en la regulacion del microbiota intestinal (Castafieda, 2018).

Idealmente los probioticos deben ser seguros y libres de vectores que puedan transferir
resistencia a los antibidticos y de factores de toxicidad o patogenicidad. Algo esencial en
los probioticos es su capacidad de supervivencia, ya que estos organismos deben poder
resistir condiciones intestinales como: pH acido, enzimas, sales biliares, temperatura,
entre otros. De igual forma un probiético debe tener capacidad antagdnica contra
patdgenos y ser capaces de estimular el sistema inmunolégico. Asimismo, debe tener
efectos beneficiosos demostrables en la salud del huésped. Finalmente, sera vital que
se demuestre la viabilidad, eficacia de crecimiento y la actividad constante del probidtico
(Plaza-Diaz et al., 2019).

El estudio de Carnicé (2006), menciona que los principales mecanismos de accién de los
probidticos implican la disminucién del pH, inhibicion del crecimiento de bacterias
patdgenas, disminucion de la permeabilidad intestinal, produccion de acido lactico,
aumento en la actividad de la lactasa, reduccién en el tiempo de eliminacion de rotavirus,
incremento en la produccion de los linfocitos T helper, y aumento de la inmunoglobulina

A secretora.
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Los probidticos también se encargan de estimular, modular y regular la respuesta
inmunitaria del huésped mediante la activacion de genes especificos de células huésped
localizadas. De la misma forma, estos microorganismos ayudan a modular el sistema
gastrointestinal por medio de la liberacion de hormonas y regulacion del comportamiento
del cerebro mediante la sefializacién neuronal bidireccional (Kerry et al., 2018).

Generalmente los probidticos se pueden encontrar en distintos alimentos ricos en
bacterias, los cuales normalmente son alimentos fermentados como: yogurt, queso,
chucrut, keéfir, pepinos agridulces, kombucha, miso, tempeh, entre otros. Ademas, es
posible adicionar probiéticos y prebidticos a algunos alimentos, los cuales se denominan
suplementos alimenticios (Zeratsky, 2020).

2.1.2 Lactobacillus

El género Lactobacillus se encuentra conformado por bacterias acido-lacticas, no
patdgenas y anaerobias facultativas. El género se clasifica en el filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, conteniendo las cepas
Lactobacillus, Paralactobacillus y Pediococcus (Zheng et al., 2020). Fue descrito por
primera vez en el afio 1901 por Martinus Beijenrinck, microbiélogo holandés.
Actualmente este género abarca la mayoria de las bacterias acido-lacticas conteniendo
mas de 350 especies Gram positivas; estas bacterias tienen una morfologia de baston y

no forman esporas (Capurso, 2019).

Tienen un papel esencial en la salud de los seres humanos ya que forman parte del
microbiota en varios sitios del cuerpo y son sumamente conocidas por sus propiedades
beneficiosas, ya que tienen potencial antagonista contra microorganismos patdégenos
(Todar, 2019).

Estas bacterias se encuentran principalmente en el intestino delgado y colon, sin
embargo, también es posible encontrarlas en otras partes del cuerpo como estémago,
vagina y boca. Los lactobacillus cumplen diferentes tareas, entre las principales se
encuentra contribuir con la salud del sistema inmunitario y del tracto gastrointestinal;
asimismo, se encargan de inhibir el desarrollo de bacterias nocivas. Evitando que estas

bacterias invadan nuestro cuerpo a través de la entrada por el intestino (GMFH, 2020).
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Sus mecanismos de accion se pueden dividir en dos principales: por exclusion
competitiva y de barrera epitelial. En el caso de la exclusion competitiva el mecanismo
consiste en la disminucién del crecimiento de bacterias patégenas mediante la
produccién de factores biocidas, produccion de mucinas y disminucién del pH del medio.
También se sabe que el mecanismo de barrera epitelial trabaja impidiendo la
translocacion de antigenos y evitando la traslocacion bacteriana (Blanco, 2012).

2.1.2.1 Limosilactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri recientemente renombrada Limosilactobacillus reuteri (L. reuteri),
pertenece al género Lactobacillus, es una bacteria heterofermentativa Gram positiva,
tolerante al oxigeno (Mu et al., 2018). Esta es una bacteria probiética que tiene la
capacidad de colonizar distintas partes del cuerpo humano, incluyendo el tracto
gastrointestinal, vias urinarias, piel y leche materna. Anteriormente se ha demostrado
gue la correcta administracion de este probiético puede ser beneficiosa para la salud del
huésped (Britton, 2017).

El mecanismo de accidon de L. reuteri consiste en producir moléculas antimicrobianas
como acidos organicos, etanol y reuterina, la cual se produce durante el crecimiento
anaerobico y en presencia de glicerol. La reuterina es sumamente importante ya que
actia como inhibidora contra distintos patégenos como: Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157: H7 (EHEC), Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis
ssp. Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila ssp. hydrophila y Campylobacter
jejuni (Montiel et al., 2014).

Debido a su actividad antimicrobiana, estas bacterias son capaces de inhibir la
colonizacion de microbios patdgenos contribuyendo a la remodelacién de la composicién
del microbiota comensal en el huésped. Por otra parte, L. reuteri puede beneficiar la salud
del huésped, ya que ayuda a disminuir la produccién de citocinas proinflamatorias,
mientras promueve el desarrollo y funcionalidad de las células T reguladoras. Ademas L.
reueri contribuye a fortalecer la barrera intestinal, asimismo, disminuye la translocacién

microbiana del lumen intestinal al tejido (Saviano, 2021).
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Se ha demostrado que cuenta con accién inmunomoduladora. Es utilizada cominmente
en caso de diarrea, infecciones gastrointestinales, después del uso prolongado de
antibidticos, para la salud bucal, entre otros. Su modo de accién se basa en la produccién
de reuterina, acido lactico y acido acético, los cuales disminuyen el pH en el tracto
digestivo, contrarrestando el crecimiento de patdgenos (Ozolife, 2021).

2.2 Crecimiento bacteriano

El crecimiento en un sistema biol6gico puede ser definido como el incremento ordenado
de las estructuras celulares de un organismo. Es importante mencionar que el
crecimiento de células individuales puede ser considerado como crecimiento, sin
embargo, también es posible considerar como crecimiento al incremento de la poblacion,
0 sea el incremento de numero de células. El crecimiento de células individuales hace
referencia al aumento del tamafio y peso de las estructuras celulares que precede a la
division celular. Como consecuencia, esta division conlleva un aumento en el nimero de

células, lo cual impacta de manera directa a la poblacion (Benitande et al., 2002).

El estudio del crecimiento bacteriano es fundamental para el adecuado disefio de
métodos de control para el crecimiento bacteriano. Los estudios de crecimiento
bacteriano se pueden realizar en laboratorios usando cultivos puros de un

microorganismo o in situ (Pedrique et al., 2008).

En el caso de estudios realizados en laboratorio, generalmente se llevan a cabo con la
finalidad de caracterizar cepas especificas de bacterias, esto resulta de gran ayuda para
optimizar la produccion comercial de distintos productos microbianos. Por otra parte, el
crecimiento en el ambiente puede resultar ser complejo, sin embargo, es esencial para
el entendimiento de tasas de nutrientes, respuesta e interaccion microbiana,
supervivencia y crecimiento de patdégenos. El crecimiento, ya sea en laboratorio o en el
ambiente se analiza en el contexto de la cinética de crecimiento, incluyendo la fase de
latencia, exponencial, estacionaria y de muerte. Finalmente, el crecimiento se discute
dentro del contexto del balance de masa del crecimiento en condiciones aerdbicas y/o

anaerobicas (Maier et al., 2015).
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2.2.1 Curva de crecimiento de L. reuteri

La curva de crecimiento muestra una representacion gréafica del numero de células
viables a lo largo del tiempo. Esta grafica se lleva a cabo mediante la determinacion de
células viables en un mililitro de liquido previamente inoculado. Las curvas de crecimiento
bacteriano constan de cuatro principales etapas bien definidas: latencia, exponencial,
estacionaria y muerte. Es importante mencionar que la duracion de cada etapa

dependeréa del microorganismo (Jiménez, 2015).

La fase de latencia o “lag”, representa el tiempo necesario para reiniciar el ciclo celular
después de haber permanecido en un periodo de ayuno nutrimental. Esta fase
representa un periodo de transicion, en la cual se producen las enzimas necesarias para
gue los microorganismos puedan adaptarse y empezar a crecer en un nuevo ambiente.
En la etapa de latencia no existe un incremento en la poblacion celular, sin embargo, si
hay gran actividad metabodlica e incrementar del tamafno individual de las células
(Pedrique et al., 2008).

La fase exponencial o de crecimiento balanceado es la etapa en la que existen suficientes
nutrientes en el medio, por lo tanto, las bacterias reanudan su ciclo celular y aumentan
su numero de forma exponencial. En esta etapa en cada tiempo de generacion la
poblaciéon se multiplica. En la fase exponencial seran sumamente importante las
condiciones ambientales a las que se encuentren las células ya que repercutira de

manera directa en la velocidad de crecimiento exponencial.

Existen limitaciones de crecimiento las cuales no permitirAn que el incremento se
mantenga indefinidamente en forma exponencial. Las limitaciones pueden ser el
agotamiento de nutrientes, la acumulacion de productos toxicos, el volumen disponible o
una combinacion de las causas anteriores. Este periodo es conocido como fase
estacionaria, en el cual deja de existir el crecimiento, sin embargo, las células tampoco
mueren, por lo cual en esta etapa el numero de células en el cultivo no varia. Asimismo,
en esta fase las bacterias presentan un metabolismo diferente, en el cual, se genera la

acumulacion y liberacién de metabolitos secundarios (Caycedo et al., 2021).
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Finalmente, después de haber permanecido en fase estacionaria, el nimero de células
viables empieza a disminuir de manera drastica, esto indicard que la poblacion ha

entrado en fase de muerte (LOpez, 2016).

La evolucion en su conjunto se muestra en la figura 1.

Estacionaria Muerte

Latencia Exponencial

Log células viables

Tiempo
Figura 1. Curva de crecimiento bacteriano
Fuente: Jiménez, 2015. Elaboracién propia.

2.2.2 Medidas directas e indirectas

Los métodos de conteo microbiano pueden ser divididos principalmente en dos, directos
o indirectos. Es esencial mencionar que cada uno de estos métodos cuenta tanto con
ventajas como desventajas. En el caso de los métodos directos sera fundamental que
las preparaciones se encuentren limpias, sin particulas contaminantes, ya que esto

podria afectar de manera importante los resultados. Las medidas directas del crecimiento
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bacteriano se basan en el recuento de las células, ya sean viables o totales. El
crecimiento bacteriano se puede medir mediante la estimacion de los cambios en el
namero de células, determinando la cantidad de algin componente, 0 pesando en seco
a las células. Existen diferentes métodos de conteo, la seleccion del método a utilizar
dependera de la situacion y la muestra (Pedrique et al., 2008).

El recuento de células viables también se puede llevar a cabo por medio de métodos
directos. Este recuento también es conocido como recuento en placa o recuento de
colonias. En este caso se lleva a cabo un conteo de colonias con el microscopico, en el
cual podremos encontrar tanto células vivas como muertas, en este caso solo se cuentan
las vivas. Una célula viable puede ser definida como aquella que tiene la capacidad de
dividirse y dar lugar a una descendencia. Este conteo se puede llevar a cabo mediante
dos principales métodos, el de extension en placay el de vertido de placa (Orozco, 2011).

Estas técnicas se basan en contar las unidades formadoras de colonias (UFC)
existentes, ya sea en un gramo o un mililitro de la muestra. Cuando la concentracion de
la muestra es baja es posible filtrarla mediante una membrana, la cual se pasara al medio
de cultivo en una placa Petri. Los microorganismos que se hayan retenido en la
membrana se iran desarrollando hasta formar colonias que posteriormente pueden ser
contadas. Por el otro lado, cuando la muestra presenta altas concentraciones se procede
a la preparacion de diluciones en proporcion 1:10. Posteriormente se toman alicuotas de
cada una de las muestras y se siembran en medios de cultivo en placa para
posteriormente observar su crecimiento. Al utilizar esta técnica la seleccion de la placa
contable sera fundamental, debido a que si las concentraciones son muy altas se
observara un crecimiento masivo, pero si son bajas, apenas se distinguira el crecimiento;
estas dos situaciones podrian impedir el conteo de UFC. Las placas contables seran
aquellas que contengan entre 25 y 250 colonias (Ramirez, et al., 2017). Esta técnica es
sumamente utilizada debido a que permite obtener resultados satisfactorios para la
estimacion de colonias bacterianas. Entre sus ventajas se encuentra la facil realizacion

y adaptacion a la medicion de poblaciones de cualquier densidad (Pedrique et al., 2008).

Las medidas indirectas del crecimiento bacteriano se basan en la medida de algun

pardmetro del cultivo en especifico, el cual permita deducir informacién sobre el
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crecimiento de numero de células del cultivo. La principal medida indirecta es la turbidez.,
su fundamento se basa en que ésta se crea debido a que las células dispersan la luz que
atraviesa una suspension; por lo tanto, entre mayor nimero de células exista en el medio,
mayor sera la luz dispersada y habra una mayor turbidez. La turbidez puede ser medida
mediante un fotdmetro o espectrofotometro a diferentes longitudes de onda: 540 nm, 600
nm y 660 nm. Unas de las principales ventajas de esta técnica es su rapidez y utilidad
para la obtencion de correctas estimaciones de numero de células (Orozco, 2011).

El funcionamiento del espectrofotémetro recae en la lampara especial que este tiene, el
aparato guia la luz por medio de un conector el cual seleccionard y separara la luz de la
longitud de onda, para posteriormente pasar a traves de una muestra. La intensidad de
la luz que sale a través de la muestra es captada y se compara con la intensidad de luz
gue incidié con la muestra. Teniendo estos datos es posible calcular la transmitancia,
valor que dependera directamente de la concentracion de la sustancia de interés (lafez,
2005).

2.2.3 Modelo de Gompertz

La curva de Gompertz es un modelo matematico descrito por primera vez por el
matematico y actuario britdnico Benjamin Gompertz en 1825. En sus principios fue
descrito en la ciencia actuarial con la finalidad de ajustar datos de mortalidad humana.
Esta funcion se basa en una relacién de tipo exponencial entre la velocidad de
crecimiento especifico y la densidad de la poblacion de interés. Actualmente, se
considera una de las ecuaciones primarias utilizadas para describir el crecimiento

bacteriano bajo condiciones ambientales controladas y definidas (Castro et al., 2008).

Casas et al. (2010), indican que el modelo de Gompertz asume que la tasa de crecimiento
postnatal aumenta de forma monoétona hasta cuando alcanza un punto maximo y
posteriormente disminuye monotonicamente en forma asintota. La curva de crecimiento
obtenida es una sigmoidal y cuenta con un punto de inflexién, el cual corresponde a la

maxima tasa de crecimiento con la edad y una asintota, como se muestra en la figura 2.
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Primera Segunda Tercera
fase fase fase
Nivel de Saturacion
=k

AN

Funcion de Gompertz

Tamano
(poblacién, peso, talla, etc.)

AN

Punto de inflexién

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

Figura 2. Fases del modelo de Gompertz
Fuente: Rodriguez, 2017. Elaboracion propia.

En la grafica de Gompertz es posible identificar tres fases principales: crecimiento
exponencial (primera), la interaccion con el medio (segunda) y el equilibrio (tercera). La
primera fase se comporta de forma exponencial. En esta etapa el crecimiento no ha sido
afectado por ningun factor del medio, se encuentra en las caracteristicas idoneas para
crecer. En la segunda fase, el crecimiento se empieza a ver afectado por algunos factores
del medio, lo cual impide su crecimiento, por lo cual, éste se deja de observar en forma
exponencial. Finalmente, en la ultima fase también llamada de equilibrio sigue existiendo
esta interaccion con el medio, sin embargo, ahora es mas fuerte, por lo cual afecta aun
mas al crecimiento hasta llegar un punto donde lo detiene. En esta etapa se observa una
desaceleracion con mayor fuerza hasta que se alcanza un equilibrio (Rodriguez et al.,

2017). La ecuacién que refleja el modelo de Gompertz se muestra a continuacion:
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k. -r
P(t) — k- e—ln(%)-e t
Donde:

P(t): Indica el tamafio de la poblacién en un tiempo establecido

K: Valor que indica la capacidad de carga o limite con el que cuenta un sistema donde

se esta llevando a cabo un crecimiento
Po: Poblacion inicial
2.3 Inmovilizacién celular

El término inmovilizacion en la ciencia de la biotecnologia hace referencia al
confinamiento de células, enzimas u otros organismos, de forma que, se encuentren
concentradas en una region especifica. En la inmovilizacion se mantienen las
propiedades biolégicas, esto resulta sumamente util para que estas células sean
utilizadas, ya sea para la degradacion o la obtencion de un producto determinado. Esta
metodologia ha llamado la atencion de los cientificos en los ultimos afios debido a su
bajo precio comparado a procesos tradicionales similares. Asimismo, cuenta con
ventajas técnicas como: facilidad para el manejo de altas densidades celulares, mejor
control de sistemas continuos y la posible recuperaciéon de la biomasa para su utilizacion
en procesos posteriores. Las células pueden ser inmovilizadas ya sea de forma
permanente o temporal, esto es sumamente importante ya que permite su reutilizacion
(Maneau-Hernandez, 2021).

La inmovilizacidon de microorganismos mediante soportes, ya sean naturales o sintéticos,
es una herramienta para proporcionar estabilidad a las funciones celulares. Asimismo,
esta técnica puede resultar sumamente (til para alcanzar altas concentraciones en
volumenes reducidos, asi como la reutilizacién del biocatalizador y la implementacién de
sistemas continuos de produccién (Duran-Paramo et al., 2019). Los materiales utilizados
en la inmovilizacion celular deben cumplir ciertos requisitos como: tener grado
alimenticio, ser de bajo costo, disponibilidad, no degradables y aptos para condiciones

bajas de temperatura y pH (Fajardo-Ochoa et al., 2011).
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2.3.1 Métodos de inmovilizacion celular

Los métodos de inmovilizacion celular pueden ser divididos de forma general en dos
principales: por retencién fisica y mediante unidon quimica; los primeros son la
inmovilizacién e inclusion en membranas, y en el caso de la inmovilizacién celular
mediante union quimica se encuentran la unién a soportes, adsorcion y union covalente.

Esta clasificacion fue hecha por Arroyo (1998) y se describe a continuacion:

Inmovilizaciéon

Esta técnica consiste en la retencién fisica de la célula de interés mediante una matriz
sélida porosa; generalmente esta matriz se encuentra constituida por polimeros de
diferentes tipos como: poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de
poliuretano. Este proceso se lleva a cabo mediante la suspension de la célula en la
solucion con el polimero de interés; posteriormente, se realiza la polimerizacion mediante
un cambio de temperatura o la adicion de una sustancia quimica. Esta inmovilizacion
puede ser en geles o fibras. Entre sus principales ventajas se encuentra su sencillez, que

requiere poca cantidad de reactivo y que las células no sufren alteraciones.

Inclusién de membranas

Esta se divide en dos tipos, microencapsulacion y reactores de membrana; la primera se
basa en rodear a la célula con membranas semipermeables, las cuales permiten el paso
de moléculas de sustrato y producto, pero no de las células, esta inmovilizacion puede
ser de tipo permanente o temporal. Las microcapsulas obtenidas son esféricas con un
tamafio diminuto (entre 1 y 100 um). Por otra parte, la inmovilizacion mediante la
utilizacion de los reactores de membrana se basa en el empleo de membranas
permeables al producto final, permeables o no al sustrato inicial y mas importante,
impermeables a la célula, esto es posible debido a una bomba la cual establece un flujo

liquido que pasa a través del reactor.

Unidn a soportes

Es el método mas empleado en la industria. Al utilizar este método es esencial que la

inmovilizacién celular apoye el incremento a la afinidad por el sustrato, reduzca la
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inhibicion, amplie el intervalo de pH optimo y disminuya las posibles contaminaciones
microbianas. Es muy importante que el soporte tenga resistencia mecanica adecuada a
las condiciones del medio y sea facilmente separable del medio liquido para permitir su
reutilizacion. Existe una gran variedad de materiales utilizados como soportes los cuales
difieren de tamafio, porosidad, conformacion, densidad y caracteristicas. Los soportes
pueden ser divididos en organicos e inorganicos; los primeros pueden ser soportes
naturales y materiales manufacturados, mientras que en el caso de los soportes

organicos pueden ser divididos en:
Polimeros naturales

e Polisacaridos: Celulosa, almidén dextranos, agaragar, agarosa, alginato,
guitina, quitosano, entre otros.
e Proteinas fibrosas: Colageno, queratina, etc.

Polimeros sintéticos

e Poliolefinas
e Polimeros acrilicos
e Oftros tipos

Adsorcion

En este procedimiento la célula se une a un soporte mediante interacciones ionicas.
Existen diferentes factores que afectaran la adsorcion como: el pH del medio, la fuerza
idnica, el diametro del poro y la presencia de iones. Esta técnica presenta varias ventajas
como sencilla preparacion y costos bajos, entre otros. Sin embargo, de igual forma

cuenta con ciertas limitaciones, como la debilidad de unién al soporte y baja estabilidad.

Unidn covalente

Esta metodologia resulta sumamente interesante debido a sus ventajas desde el punto
de vista industrial; se basa en la activacién de grupos quimicos del soporte para que
reaccionen con nucleofilos de las proteinas. Entre sus ventajas se encuentran:
manipulacion sencilla, reutilizacion de los derivados y mayor estabilidad de su estructura

terciaria, etc.
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2.3.2 Soportes organicos para lainmovilizacion

2.3.2.1 Alginato de sodio

El alginato hace referencia a un grupo de polisacaridos procedentes de algas marrones,
utilizado como agente espesante, gelificante, emulsionante, estabilizador, mejorador de textura
en fideos, entre otros, mejorando la calidad de los alimentos. Los alginatos son los
polisacaridos mas abundantes presentes en algas marinas; éstos son de tipo lineales,
contienen acido B-D-manuroénico (M: 1,4- enlace acido B-D-manopiranosilurénico 4C1) y
acido a-L-guluronico (G: 1,4-enlace &acido a-L-gulopiranosiluronico 1C4). Se ha
demostrado que el alginato es un compuesto completamente seguro, reconocido como
un componente inocuo, lo que ha permitido su uso en la industria alimentaria como
aditivo. Estos componentes cuentan con la habilidad de actuar como espesantes al ser
disueltos en agua, aumentando la viscosidad de la solucién. Asimismo, tienen la
capacidad de retener el agua y formar un gel a partir de reacciones quimicas de
intercambio idnico. Finalmente, el alginato cuenta con la propiedad de formar peliculas

(Avendafno-Romero et al., 2013).

2.3.2.2 Almidoén

El almiddén es un poliscarido presente en forma de reserva vegetal, se conforma por dos
tipos de moléculas: amilosa (30%) molécula lineal que se encuentra enrollada en forma
de hélice, y amilopectina (70%) molécula ramificada. Este polisacarido proviene de la
polimerizacién de glucosa que sintetizan los vegetales en procesos de fotosintesis. La
amilosa es considerada como el producto de la condensacion de D-glucopiranosas por
medio de enlaces glucosidicos (1,4) que conforman largas cadenas lineales de hasta
5000 residuos con pesos moleculares hasta de 1 millén, es decir, que la amilosa es una
a-D-(1,4)-glucano, cuya unidad repetitiva es la a-maltosa, la cual adquiere facilmente una
conformacién tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice tiene seis
moléculas de glucosa. Por su parte la amilopectina contiene ramificaciones unidas por
enlaces a-D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades lineales de glucosa y su peso
molecular es muy alto ya que las fracciones pueden alcanzar hasta 107 daltons (Calvo,
s.f.).

25



El mecanismo de accion del almidon se basa en la hidratacion de este material. En este
proceso los granulos de almidon absorben agua y se hinchan, lo que provoca el
rompimiento de la estructura, liberando cadenas poliméricas y cristales, teniendo como

consecuencia el incremento en la viscosidad de la solucion (Castillo et al., 2022).

2.3.2.3 Glicerol

El glicerol (C3H803) es un polialcohol el cual posee tres grupos hidréxilos (-OH), de
forma comercial esta sustancia es conocida como glicerina. La presencia de los grupos
hidréxilos le confiere caracteristicas como ser higroscépico, facilmente soluble tanto en
agua como alcoholes, y ligeramente soluble en disolventes organicos como éteres y
dioxanos, e insoluble en hidrocarburos. A lo largo de los afos se ha utilizado como
materia prima o aditivo. Este compuesto es higroscépico por lo cual ha sido empleado
como humectante, permitiendo la elaboracion de preparaciones que tengan que
mantenerse humedas. Cuenta con un sabor ligeramente dulce y tiene la propiedad de no
elevar los niveles de azlcar en sangre, esto ha permitido que sea utilizado como aditivo

alimentario, codificado como E422 (Dias et al., 2007).

El glicerol es un plastificante soluble en agua; es un agente sumamente efectivo utilizado
como suavizante para los almidones y mejora la flexibilidad de las peliculas resultantes.
Cuanto mas se incluye una sustancia plastificante en una matriz polimeérica, la elongacion

y la deformacién se incrementan (Otey et al., 1979).

2.4 Mucilago de nopal

Opuntia ficus indica, comunmente conocido como nopal, es una planta angiosperma
dicotiledonea. Pertenece a la familia de las cactaceas, una de sus principales
caracteristicas es su gran adaptacion a climas aridos. Es una fruta rica en acidos grasos,
polifenoles, vitaminas y aminoacidos, asimismo, se ha demostrado que cuenta con
propiedades antiinflamatorias, neuroprotectoras, hipoglucemiantes, antioxidantes y

antimicrobianas (El-Mostafa et al., 2014).

Una de las razones por las cuales el mucilago de nopal se considera como un excelente

ingrediente para la formulacion de pelicula comestible, es la similitud que presenta con
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distintas gomas comerciales como las pectinas. Este mucilago es de tipo hidrocoloide y
cuenta con la capacidad de formar una red estructural, lo cual es esencial para formar

una pelicula (Lira-Vargas, 2015).

De acuerdo con Paredes-Martinez (2011), el mucilago tiene una amplia aplicacion en
diferentes productos alimenticios como yogurts, mayonesas, cremas y bebidas, debido a
gue modifica sus propiedades funcionales como la retenciébn de agua, elasticidad,
viscosidad, espesor, entre otros.

En un estudio realizado por Espino-Diaz et al. (2010), se realiz6 la caracterizacién de
peliculas comestibles basadas en mucilago de nopal; los resultados obtenidos por esos
autores se muestran en la tabla 1. Los componentes de mayor interés en este caso son
los carbohidratos y la humedad debido a que estos componentes le daran la textura y

consistencia deseada a la pelicula formulada.

Tabla 1. Composicion quimica del mucilago Opuntia ficus indica

Composicion quimica

Humedad 12.43
Proteina 1.042
Ceniza 20.08 2
Calcio 3.10@

Grasa 2342
Carbohidratos 64.152
Galactosa 5714
Arabinosa 5.322
Xilosa 3.27 2

Acido galacturénico 0.852
Glucosa 32.292

a Porcentaje sobre base seca.

Fuente: Espino-Diaz et al. (2010).
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2.4.1 Aplicaciones

En la actualidad el nopal ha ganado interés debido a sus multiples usos, identificando
entre los principales los siguientes: como fruta, hortaliza, planta forrajera para
alimentacién de ganado, sustrato para la producciéon de grana cochinilla, planta
medicinal, en la industria cosmética como materia prima, en la produccion de bebidas
alcohdlicas, como cerco vivo, utilizacion para conservacion de suelo, clarificacion de
agua, produccion de alimentos y repelente de insectos, entre otros. Por consiguiente, se
han realizado esfuerzos para formular peliculas comestibles con mucilago de nopal.
Ademas de las multiples aplicaciones mencionadas anteriormente, la alta presencia de
pectinas en este mucilago lo convierte en ideal para la formulacion de estas peliculas
(Abrajan, 2008).

Diferentes autores han estudiado el desarrollo de peliculas comestibles compuestas a
base de mucilago de nopal; entre los textos encontrados en la literatura se encuentra el
trabajo realizado por Del-Valle et al. (2008), el cual realiz6 el recubrimiento de fresas por
medio de inmersion. Asimismo, Ruiz et al. (2009), llevaron a cabo la formulacién de
peliculas comestibles para el recubrimiento de fresas. Ese estudio reporté que se logré
retardar la proliferaciéon tanto de hongos como levaduras, se aumento la fuerza de
rompimiento, se mantuvieron los atributos sensoriales y la pelicula comestible no
presentd un sabor u olor desagradables para el consumidor. Asimismo, Salinas et al.
(2015), presenta a las peliculas comestibles de mucilago de nopal como una buena

alternativa para el recubrimiento de frutas frescas.

En trabajos mas recientes, como el de Punina et al. (2022), se desarroll6 una pelicula
comestible a base de mucilago de nopal y aceite esencial de orégano para prolongar el
tiempo postcosecha de la fresa. De la misma forma Bernedo et al. (2019), trabajé en la
formulacion de una pelicula comestible comestible a base de mucilago de nopal la cual
permitié alargar la maduracién y vida util del mango. Mientras que Molina et al. (2019),
refieren que en su trabajo se utilizaron recubrimientos de mucilago de nopal, pectina y
aceite esencial de romero para la conservacion de naranjas. En la investigacion realizada
por Apaza (2020), se menciona que “los recubrimientos formulados a base de mucilago

de nopal son aceptables sensorialmente, asi mismo ayudan a extender el tiempo de vida
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atil de la palta o aguacate, variedad Hass, disminuyendo las pérdidas de peso,

manteniendo la firmeza y retrasando los pardmetros de color del fruto”.

Recientemente Barrén et al. (2022), presentaron la evaluacion del mucilago de nopal con
alginato para la encapsulacion de Lactobacillus plantarum. En ese trabajo se realizo la
microencapsulacion de la cepa mediante la técnica de extrusion. Los resultados
obtenidos fueron positivos, ya que demostraron que la mezcla de estos dos componentes
es util para la encapsulacién de estas bacterias.
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3. JUSTIFICACION

Las bacterias del género Lactobacillus han resaltado en la ultima década debido a los
beneficios que confieren, como sus propiedades bioterapedlticas, equilibrar el sistema
inmunoldgico y producir moléculas antimicrobianas, entre otros. De forma especifica, se
ha demostrado que la especie Limosilactobacillus reuteri posee actividad antimicrobiana,
lo cual ayuda a impedir la colonizacién de microorganismos patégenos y apoya a la
recomposicion del microbiota intestinal. La viabilidad de estas bacterias ha sido un
desafio, ya que las condiciones del tracto gastrointestinal no son las ideales para L.

reuteri.

Por esta razon, la presente investigacién se enfocd en el desarrollo de una pelicula
comestible, la cual mantuviera viable a la bacteria L. reuteri en el tracto gastrointestinal.
Se espera que la adicion de estos probidticos a la pelicula comestible permita a los
consumidores adquirir beneficios para la salud, al mismo tiempo que el recubrimiento
cuida la calidad del alimento. Esta pelicula se conformé por glicerol, alginato y almidén,
los cuales funcionaron como soportes organicos. Asimismo, se adicioné mucilago de
nopal (Opuntia ficus indica) con la finalidad de ayudar a la retencion de agua de la

pelicula comestible.

Por otra parte, el nopal es una fruta sumamente rica en aminoacidos, acidos grasos,
polifenoles y vitaminas, igualmente, que ha demostrado propiedades antiinflamatorias,
neuroprotectoras, hipoglucemiantes, antioxidantes y antimicrobianas (El-Mostafa et al.,
2014).
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4. HIPOTESIS

La pelicula comestible formulada a partir de mucilago de nopal (Opuntia ficus indica)

permitird inmovilizar a la bacteria Limosilactobacillus reuteri en condiciones viables.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Formular una pelicula comestible suplementada con mucilago de nopal (Opuntia ficus

indica) que permita la inmovilizacion de Limosilactobacillus reuteri.

5.2 Objetivos especificos

* Formular una pelicula comestible con mucilago de nopal, para incorporar

posteriormente las células bacterianas de L. reuteri.

 Determinar la cinética de crecimiento de L. reuteri en las condiciones

experimentales.
* Incorporar L. reuteri en la mezcla para obtener una pelicula comestible.
« Evaluar la viabilidad de L. reuteri en las peliculas obtenidas

« Evaluar la viabilidad de de L. reuteri en una simulacién del tracto gastrodigestivo.
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6. METODOLOGIA
6.1 Equipo y materiales
6.1.1 Equipo

e Microscopio 6ptico USCAMEL

e Microscopio electrénico de barrido JSM-6610LV (Jeol)
¢ Incubadora Barnstead 35550A

e Bafo maria H20 Balt Serires

e Espectrofotometro UV-Vis Velab VE

e Licuadora Oster

e Campana de Flujo Laminar CFL 103

e Horno microondas Panasonic Sensor 1200W
e Vortex Thermo Scientific

e Centrifuga SOL-BAT J-600

e Refrigerador

e Balanza Granataria Expoler PRO OHAUS

e Contador de Colonias SOL-BAT Q-20

e Parrilla de agitacion CIMAREC

6.1.2 Materiales y medios

Medios de cultivo:

e Caldo MRS Merck KGaA
e Agar bacteriolégico BD Bioxon

e Agua de peptona Merck KGaA

Materiales y reactivos:

e Nopal
e Agua destilada
e Etanol al 65%
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e Glicerol al 99%

¢ Alginato de sodio Quimica Mercurio
e Almidén FABPSA

e Agua tridestilada HERCO-TEC
¢ Acido clorhidrico (HCI al 10%)
e Citrato de sodio

e Bilis de buey Meyer

e Vasos precipitados

e Tubos para centrifugar

e Espétulas de acero inoxidable
e Matraces estériles

e Celdas para espectrofotometro
e Cuchillo

e Tabla para picar

e Pipetade 10 ml

e Pipeta Pasteur

e Micropipetas

e TermoOmetro

e Kit tincion de Gram

e Telatipo Manto de cielo

e Colador doméstico.

6.2 Formulacion base de pelicula comestible

Esta formulacion inicial se basa en la metodologia propuesta por Concha-Meyer (2008),
realizando algunas modificaciones de componentes considerando lo establecido en otros
trabajos (Méndez Reyes et al., 2014; Norajit et al., 2010; Su Cha et al., 2002; Vazquez-
Luna et al., 2019). En la tabla 2, se observan los componentes y las proporciones en
porcentaje peso/volumen utilizadas para la realizacion de estas peliculas comestibles.
Es importante mencionar que se realizaron diferentes reformulaciones con la finalidad de

obtener la mejor apariencia posible.
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Tabla 2. Composicion de peliculas comestibles base

Componente Formulacién Reformulacion | Reformulacién | Reformulacion
inicial de 1 2 3
referencia

Alginato de 4% 2% 8% 4%

sodio
Almidon 16% 4% 8% 4%
Glicerol 20% 20% 20% 20%
Agua 100 mi 100 mi 100 mi 100 mi
destilada

La composicion final de estas peliculas se encuentra en la tabla 3. Esta fue la formulacion

gue se utilizd como base para la realizacion de este proyecto.

Tabla 3. Composicion final de peliculas comestibles base

Componente Cantidad (g)
Almidon 29
Alginato de sodio 29
Glicerol 60
Agua destilada 100 mi

Como primer paso se pesa cada uno de los reactivos. Después se calienta el agua hasta

gue se encuentra en una temperatura entre 20-40 °C. Una vez que el agua alcanza la

temperatura deseada se adiciona el alginato de sodio de forma gradual evitando la
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formacion de grumos; posteriormente se procede a agregar de la misma forma el
alginato. Una vez disueltos estos componentes se agrega el glicerol para homogenizar
la mezcla. Como paso final se vierte la mezcla en placas Petri para mantenerlas en un

proceso de secado por 72 h a temperatura ambiente.

Para evitar cualquier tipo de contaminacion es sumamente importante mantener todas

las condiciones de asepsia posibles.

6.3 Extraccion de mucilago de nopal

Para hacer la extraccion de mucilago de nopal, se sigue la metodologia de Vargas et al.
(2018), con algunas modificaciones.

Se consigue el nopal fresco en cualquier establecimiento local en Puebla, Puebla. Estos
se lavan con agua abundante. Posteriormente, se elimina la epidermis del nopal,
recuperando la mayor cantidad de parénquima. Después se realiza un segundo lavado
y se cortan en pequefos cubos. Se licuan lotes de 200 gr de nopal con 75 ml de agua
destilada hasta obtener una mezcla homogenea. Esta mezcla se somete a bafio Maria a
80 °C por 20 minutos y posteriormente se lleva a cabo la filtracidon con un colador
domeéstico. Se realiza un segundo filtrado con tela tipo manto de cielo previamente
esterilizada mediante luz UV por 15 minutos de cada lado. El sedimento obtenido se
desecha y se recolecta el sobrenadante el cual se precipita con etanol al 65% v/v. Se
deja reposar esta mezcla por 20 horas a 10 °C en un refrigerador convencional. El
mucilago precipitado se recolecta y se elimina el sobrenadante existente con una pipeta

Pasteur.

6.4 Preparacion de pelicula comestible con mucilago de nopal

Para la formulacion de las peliculas comestibles con mucilago de nopal se toma como
referencia la formulacion base referida anteriormente. Sin embargo, para esta
formulacion se tomé en cuenta la densidad del mucilago de nopal obtenido la cual fue de
0.96 g/ml. Debido a la similitud de densidades con el agua destilada se opta por agregar
50 ml de agua en lugar de 100 ml. Esto con la finalidad de complementar los liquidos con

50 ml de mucilago.
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Los componentes utilizados para las peliculas comestibles se muestran en la siguiente

tabla.

Tabla 4. Composicién de pelicula comestible con mucilago de nopal

Componente Cantidad Porcentaje Porcentaje
Peso/Volumen Peso/Peso
Alginato 29 2% 1.85%
Almidén 29 2% 1.85%
Glicerol 60 6% 5.55%
Agua destilada 50 ml 50 ml 46.25%
Mucilago de nopal 50 ml 50 ml 44.50%

Para elaborar las peliculas se pesa el alginato y almidén en contenedores separados.
Posteriormente, en un vaso precipitado se adicionan 50 ml de agua destilada y 50 ml de
mucilago de nopal. La mezcla se debe trabajar a una temperatura de 20-40 °C para lograr
una mejor incorporacion de los componentes. Se agrega gradualmente el almidon a la
mezcla, cuidando que no se generen grumos ni burbujas. Una vez disueltos se procede
a agregar alginato, este componente se debe incorporar de forma gradual para lograr la
homogenizacion de la mezcla y después se adiciona el glicerol. Se deja enfriar la mezcla
para posteriormente verterla en placas Petri para su almacenamiento y secado. El
secado se lleva a cabo en un contenedor limpio y con entrada de aire por 3 dias a

temperatura ambiente.

6.5 Microorganismos
6.5.1 Cepa Y-12

Limosilactobacillus reuteri. Cepa Y12
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En este proyecto de investigacion se trabajé con la bacteria Limosilactobacillus reuteri
CUVY-12, la cual fue aislada de yogurt artesanal en el Centro Universitario de
Vinculacién y Transferencia de Tecnologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de

Puebla, Puebla, México.

6.5.2 Tinciéon de Gram

Se utiliza la cepa Y-12, la cual previamente fue identificada por medio de secuenciacion
y se almacend en glicerol en un ultra congelador a -80 °C. Se realiz6 una tincién de Gram
con la finalidad de observar de forma detallada la morfologia celular de éstas bacterias.

6.6 Construccion de la curva de crecimiento

En agar MRS se inocula una colonia de L. reuteri de un cultivo en glicerol, esto se realiza
mediante la técnica de estria cruzada, posteriormente el inoculo se incuba por 24 horas
a 37°C. Después de transcurrir las 24 horas se procede a tomar una colonia del cultivo
e inocula un tubo de caldo MRS de 10 ml. Posteriormente se procede a tomar alicuotas

de 15 uL del cultivo e inocular en un matraz con caldo MRS.

Se toman las primeras muestras de 1 ml para depositarlas en una celday realizar lecturas
en el espectrofotometro a 600 nm. Se utiliza el caldo MRS sin inocular como blanco para
no afectar los valores de absorbancia de la muestra. Este procedimiento se realiza cada

2 horas con la finalidad de obtener diferentes valores de absorbancia.

Cada vez que se obtiene una nueva lectura en el espectrofotometro se lleva a cabo el
método de vertido en placa con 1ml de la muestra. Al mismo tiempo, se realizan
diluciones seriadas de 10! hasta 10® en tubos de ensayo con 9 ml de medio.
Posteriormente, se procede a inocular cada placa Petri estéril con 1 ml de muestra. A
continuacion se adiciona agar MRS estéril a una temperatura soportable al tacto. Una
vez que se agrega el agar se realizan movimientos delicados para fusionar el medio con
las bacterias. Las placas resultantes se incuban a 37 °C por 24 horas. Después de
transcurrir las 24 horas se cuentan las colonias presentes en las placas. Es importante
mencionar que solamente las placas que se presenten de 30 a 300 colonias podran

contarse (Madigan et al., 2004).
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La curva de crecimiento de L. reuteri se construye en Microsoft Excel 16.67, en esta
gréfica se compara la absorbancia medida en el espectrofotémetro a 600nm en el eje X
con las UFC presentes en la placa Petri en el eje y. Para realizar esta curva se utiliza la

ecuacion de Gompertz que se muestra a continuacion:

—ct

f() = ae™?¢
Donde:
a= Asintota
b= Establece el desplazamiento a lo largo del eje X
c= Tasa de crecimiento
e=n° de Euler (2.7182).

6.7 Obtencion de pellet celular

Se realiza un in6culo de Limosilactobacillus reuteri cepa Y12 en caldo MRS, con una
concentracion estimada de 107 UFC/ml con una OD de 0.140 midiendo a 600 nm.
Posteriormente, se procede a transferir el indculo a tubos especiales para centrifugar a
3600 rpm por 15 minutos. Se elimina el sobrenadante y se adicionan 5 ml de agua de
peptona a cada tubo. Se realiza una segunda centrifugacién a 3600 rpm por 15 minutos,
para después eliminar el sobrenadante. Finalmente, se recolecta todo el precipitado en
un solo tubo y se resuspende en 1 ml de agua de peptona. Este pellet celular se

centrifuga una ultima vez a 3600 rpm por 8 minutos.

6.8 Preparacion de pelicula comestible con Limosilactobacillus reuteri

Se siguiod la metodologia mencionada anteriormente, agregando el pellet celular como
paso final, esto es, una vez que la mezcla no presenta grumos y se observa homogenea,

entonces se procede a agregar el pellet celular revolviendo delicadamente.

Por otra parte, se realizé un cambio en las proporciones de bacterias agregadas, esto

con la finalidad de saturar la pelicula con probidticos. Se optd por preparar 50 ml de
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mezcla en lugar de 100 ml como se habia realizado anteriormente, utilizando las mismas
proporciones de los componentes y agregando el 1 ml de pellet celular final. La

composicion de las peliculas comestibles se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Composicion de pelicula comestible con mucilago de nopal y Limosilactobacillus

reuteri.
Componente Cantidades en Cantidades en
formulacién inicial formulacién final

Alginato 29 1lg

Almidén 29 19

Glicerol 60 39
Agua destilada 50 ml 25 mi
Mucilago de nopal 50 ml 25 mi

Pellet celular 1ml 1ml

6.9 Evaluacion de peliculas comestibles
6.9.1 Caracterizacion de las peliculas comestibles

La caracterizacion de las peliculas comestibles se realiza en un microscopio 6ptico y en

un microscopio electronico de barrido JSM-6610LV (Jeol).

Para la caracterizaciéon en microscopio optico se observan las peliculas tanto en la vista
frontal como la trasera, utilizando un cuadrado de 1 cm aproximadamente, en este caso
no se realiza ningun tipo de pretratamiento a la muestra. Posteriormente se realiza una
tincion de Gram de las peliculas realizadas, esto con la finalidad de verificar si estan
presentes los probidticos adicionados. Las muestras se observan con un aumento de 40
y 100x.
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Para la observacion en el microscopio electrénico de barrido, se recortan pequefios
cuadrados de 0.25 cm? de area de las peliculas realizadas. Después, se preparan las
muestras con un recubrimiento de oro al bajo vacio, este paso se realiza con la finalidad
de proporcionarle propiedades conductoras a la pelicula y asi poder obtener imagenes
de alta resolucién en el microscopio. Las muestras son observadas con la ayuda de un

experto.

6.9.2 Pruebas de almacenamiento

Las peliculas comestibles realizadas, se someten a diferentes pruebas de
almacenamiento en las cuales se evalia como las condiciones de almacenamiento
afectaban la apariencia de las peliculas. Estas pruebas se llevaron a cabo durante 9y 7
meses, correspondiendo a peliculas con mucilago de nopal y, peliculas con mucilago de

nopal y L. reuteri, respectivamente.

En estas pruebas de almacenamiento se toma en cuenta la temperatura y luz a la que
las peliculas se encuentran sometidas. Se dividen las peliculas en tres grupos
principales: 1) El primer grupo se encuentra en condiciones de almacenamiento “normal”
a una temperatura ambiente y fueron expuestas indirectamente a la luz. 2) El segundo
grupo de igual forma se almacena a temperatura ambiente, sin embargo, estas peliculas
no se encuentran expuestas a la luz. 3) El tercer y final grupo se almacena a una
temperatura de 4 °C en refrigeracion y con luz limitada. La apariencia de las peliculas fue

monitoreada diariamente.

6.9.3 Determinacion de la humedad

Para la determinacion de humedad se preparan peliculas que cubran la superficie de la
placa Petri. Antes de verter la mezcla en las placas se pesa cada una de ellas y se
numeran, esto con la finalidad de tener un control del peso de cada una. Las peliculas
se dejan secar por 72h y posteriormente se lleva a cabo un segundo pesaje con la
finalidad de conocer la cantidad de agua perdida. Para determinar la humedad se utiliza

la siguiente ecuacion.
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Humedad (%) = w x 100
(P, — Py

Donde:

P1 = Peso del recipiente (Q)

P2 = Peso del recipiente con muestra fresca (g)
P3 = Peso del recipiente con muestra seca (g)

6.9.4 Pruebas de viabilidad de BAL en la pelicula comestible

La metodologia para la elaboracion de las peliculas comestibles se modifico con la
finalidad de hacer el procedimiento mas rapido y escalable, cambiando la agitacion

manual por una agitacion mecanica.

Se preparan 50 ml de citrato de sodio al 1%, esta solucién se coloca en la parrilla de
agitacion hasta que los componentes se disuelven de manera uniforme. Posteriormente,
se agrega una pelicula comestible de nopal de 1 g y se mantiene en agitacion por 20
minutos. Una vez que la pelicula se disuelve, se procede a distribuir el volumen en 7
tubos de 6.5 ml cada uno para después centrifugarlos a 4000 rpm por 15 minutos. El
pellet celular obtenido se resuspende en los tubos en 1 ml de agua de peptona; para
esto, se realiza el lavado de los tubos hasta obtener el pellet celular en un solo tubo de
ensayo. Posteriormente se lleva a cabo una segunda centrifugacion a 3600 rpm por 10
minutos. Finalmente, se realiza un ultimo cambio de agua de peptona y se procede a
resuspender el pellet celular obtenido en 1 ml de agua de peptona, para después utilizar
este mililitro para inocular 9 ml de agua de peptona y realizar las diluciones necesarias,
para después llevar a cabo el vertido en placa y asi obtener las UFC presentes en la
pelicula. La metodologia mencionada anteriormente se basé en la técnica propuesta por
Champagne et al. (1992).
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6.9.5 Pruebas de viabilidad en el tracto digestivo ante sales biliares

Para llevar a cabo estos estudios de viabilidad se tomaron como referencia las técnicas
propuestas por Saavedra et al., (2003), y Gutiérrez et al., (2007). Para esta prueba se
preparan y esterilizan los medios el mismo dia; los medios de cultivo utilizados se

muestran a continuacion en la tabla 6.

Tabla 6. Medios de cultivo para prueba de sales biliares

Medios de cultivo Cantidad
Caldo MRS 100 ml
Caldo MRS con sales biliares al 0.3% p/v 100 ml
Agar MRS 200 ml
Agar MRS con sales biliares al 0.3% p/v 400 mi

Inicialmente se vierten 5 placas de agar MRS con sales biliares y se dejan secar. Los
caldos de MRS se preparan en matraces de 250 ml, una vez que estos se enfrian se
inoculan con 50 microlitros de bacterias. Se realiza la primera medicion en el
espectrofotometro a 600 nm a la hora cero tanto del medio estandar (MRS) como del
medio MRS adicionado con sales biliares. Después de medir, se agrega 1 ml de medio
MRS y se vierte su respectivo agar. De igual forma, se lleva a cabo un estriado con 50
microlitros de caldo MRS con sales en las placas de MRS con sales anteriormente
preparadas. Se repite este procedimiento a las 1, 2, 3y 4 horas. Las placas se incuban

por 24 horas para después analizar los resultados obtenidos.

6.9.6 Pruebas de viabilidad en el tracto digestivo ante acidez

En el caso de las pruebas de viabilidad ante acidez, se utilizd como referencia la

metodologia propuesta por Gutiérrez et al. (2007).
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El paso inicial es preparar un pre-indculo con probiéticos 24 h antes en un caldo MRS.
Después se ajustan 100 ml de caldo MRS a un pH de 2.5 con HCI. Este medio acidificado
se inocula con 10 microlitros de probiéticos. En el caso de esta prueba, se llevan a cabo
tres mediciones en el espectrofotdmetro a 600 nm a las cero (0), 1 y 2 horas,
seleccionando estos tiempos con la finalidad de simular la digestion en el tracto
gastrointestinal humano. Cada que se realiza una medicion en el espectrofotometro se
lleva a cabo el vertido en placa con 1 ml de indculo para un andlisis cualitativo. Las placas

se mantienen en incubacién para monitorearlas a las 24 y 72 horas de crecimiento.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Formulacion base de pelicula comestible

La formulacién inicial de la pelicula comestible se bas6 en el trabajo realizado por
Concha-Meyer (2008), sin embargo, se realizaron cambios en las proporciones de los
materiales con la finalidad de obtener una pelicula con mejores caracteristicas
sensoriales. Las peliculas obtenidas con las primeras formulaciones tenian una alta
cantidad de grumos los cuales eran dificiles de disolver, esto se debia a que se
incorporaban los ingredientes rapidamente en la mezcla, lo cual no permitia que se
disolvieran por completo. La mayoria de estas peliculas se contaminaron en el proceso
de secado debido a la alta actividad de agua presente en las peliculas. Las peliculas
pesaron en promedio 48.51 g, lo cual se considera elevado, por lo que el periodo de
secado fue mas prolongado y como consecuencia se encontraban expuestas al exterior
por mas tiempo. Las peliculas obtenidas en esta fase inicial se muestran a continuacion
en la figura 3, en estas peliculas se aprecia la presencia de grumos, asimismo, una matriz

mas gruesa y humeda.
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Figura 3. Peliculas iniciales antes de reformulaciones
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Debido a lo anteriormente expuesto se realizaron cambios en la formulacion de las
peliculas reduciendo la cantidad de glicerol, almidon y alginato. Después de estas
modificaciones, se obtuvo la formulacién final base. Las peliculas resultantes tuvieron
mejor apariencia y no presentaron ningun tipo de contaminacion. Por otra parte, se optd
por hacer peliculas méas delgadas con la finalidad de reducir los riesgos de
contaminacion. Las peliculas obtenidas fueron de color blanco opaco y se mantuvieron
en almacenamiento durante 12 meses, en los cuales no presentaron ningin signo notorio
de contaminacién o deterioro. En la figura 4 se exhibe una pelicula comestible con esta
formulacion. En esta figura es posible apreciar los cambios notorios en la

homogenizacion de la mezcla, con relacion a lo que muestra la figura 5.

Figura 4. Peliculas comestibles base con formulacién final

7.2 Extraccion de mucilago de nopal

Para el proceso de extraccion de mucilago se emplearon 944.23 g iniciales de nopales
frescos y limpios, los cuales fueron previamente cortados. Para la extraccion del
mucilago se siguié la metodologia propuesta por Vargas et al., (2018), con algunas
modificaciones, obteniendo asi 404.43 g finales de mucilago, dando como resultado un
rendimiento de 42.83%, el cual se considera 6ptimo debido a que en estudios realizados

anteriormente se habian reportado rendimientos de 0.68% con base en peso fresco
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(Espino-Diaz et al., 2010) y de 2.56% de acuerdo con Vargas et al. (2016). Por otra parte,

la densidad del mucilago obtenido fue de 0.96 g/ml.

La coloracion final del mucilago fue verde y opaca, tal como lo muestra la figura 7. La
coloracion final es una consecuencia de los altos niveles de pigmentos naturales como
la clorofila (Dominguez et al., 2023). Por otra parte, el cambio en la coloracion del nopal
de verde brillante a verde oliva en el mucilago se debe al tratamiento térmico al cual fue
sometido durante su elaboracion. Este cambio se origina por la formacion de feofitina
provocada por el remplazo del i6n Mg*? del anillo tetrapirélico de la clorofila por dos i6nes
de hidrégeno (Orozco, 2017). Su olor fue neutro y suave, esta es una caracteristica
escencial ya que no alteraria las caracteristicas sensoriales de las peliculas. Este
mucilago se mantuvo en almacenamiento en refrigeracion a una temperatura de 4 °C por

diez meses sin mostrar ningun signo visible de contaminacion o deterioro.

Figura 5. Mucilago de nopal

7.3 Peliculas comestibles con mucilago de nopal

Para esta formulacion se utiliz6 como referencia la formulacion base desarrollada al inicio
de este trabajo, realizando un cambio en la proporcion del agua ya que en este caso se
agregaron 50 ml de agua y 50 ml de mucilago de nopal. Estas peliculas se vertieron en

placas Petri de menor diametro para asi reducir los tiempos de secado. En esta fase se
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obtuvieron peliculas altamente similares a las de la formulacion base con un color blanco
opaco, tal como lo muestra la figura 6. El principal problema en lotes iniciales de estas
peliculas fue la formacion de burbujas en las mismas. Esto se debié a un vertido
inapropiado, sin embargo, una vez que se empez0 a verter de forma adecuada estas

burbujas ya no se presentaban en las peliculas.

De la misma forma, estas peliculas fueron sometidas a pruebas de almacenamiento
durante 9 meses con la finalidad de observar posibles cambios en sus propiedades

organolépticas.

/ N

Figura 6. Peliculas comestibles con mucilago de nopal

7.4 Microorganismo
7.4.1. Tincion de Gram

Con la finalidad de verificar el estado de las bacterias aisladas de yogurt artesanal se le
realiz6 una tincion de Gram, en el Centro Universitario de Vinculacion y Transferencia de
Tecnologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Se esperaba observar
bacterias con morfologia de baston y Gram positivas. Como resultado se obtuvo la

imagen que se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Tincion de gram de Limosilactobacillus reuteri 40X*2X*25X

En la figura 7, es posible identificar la morfologia caracteristica de estos probidticos.
Asimismo, en la imagen es posible observar la forma de estos bacilos, ovalada y larga.
L. reuteri es una bacteria de tipo Gram positivo, la imagen referida muestra bacterias con
pigmentacion morada, caracteristica de una Gram positiva; la pigmentacion que se
aprecia es resultado de la distribucion del peptidoglicano en la pared celular. Debido a la
composicion de la pared celular, retienen el primer colorante de la tinciéon de Gram
(Antonio et al., 2012).

7.5 Cinética microbiana

Los datos obtenidos en la construccion de la cinética de crecimiento de L. reuteri se
muestran en la tabla 7. Los datos presentan las mediciones de densidad Opticas
obtenidas a una longitud de onda de 600 nm y de manera adicional se realizé el conteo
de UFC/ml por vertido en placa. En la tabla mencionada anteriormente se reporté una
densidad optica de 0.007 con 3.35E+05 UFC/ml, correspondiente al tiempo O de
inoculacion. Esta cinética de crecimiento se llevé a cabo durante 28 horas, y el punto con

mayor concentracion de bacterias se presentd a las 24 horas con una densidad 6ptica
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de 2.314 y 2.09E+10 UFC/ml. Los datos presentados en la tabla 7 se graficaron y se

muestran a continuacion en la figura 8.

Tabla 7. Absorbancia contra UFC para Limosilactobacillus reuteri

Densidad 6ptica (600 nm) UFC/ml
0.007 3.35E+05
0.008 3.50E+05
0.011 1.17E+06
0.018 6.70E+05
0.019 1.85E+06
0.022 1.50E+06
0.027 5.50E+06
0.031 3.96E+06
0.056 8.90E+06
0.070 1.84E+07
0.076 2.40E+07
0.092 2.48E+07
0.113 2.17E+07
0.147 1.65E+07
0.693 4. 75E+07
1.058 1.02E+08
1.465 4,.35E+08
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1.779 8.15E+08
2.164 1.99E+09
2.314 2.09E+10
2.396 2.84E+09
2.404 2.23E+09

UFC/mL
8
I

0.0 0.5

T T
1.5 2.0

Densidad Optica (600nm)

25

Figura 8. Crecimiento de L. reuteri. Grafica de la recopilacion de datos de densidad

Optica contra UFC/ml

En la figura 9 es posible observar la curva de crecimiento en color naranja. Los datos

presentados a continuacion fueron ajustados con el modelo de Gompertz. Este modelo

permitié estimar el valor de UFC/ml al medir la densidad 6ptica, lo cual fue de utilidad

para realizar las peliculas adicionadas con bacterias.
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Figura 9. Crecimiento de L. reuteri ajustado con modelo de Gompertz.

7.6 Pellet celular

La extraccion del pellet celular se llevd a cabo siguiendo la metodologia indicada
anteriormente. En este procedimiento se realizaron modificaciones a los tiempos de
centrifugado con la finalidad de disminuir su duracion y hacer este proceso mas
escalable. La densidad optica del inoculo utilizado fue de 2.346 a 600 nm. Como
resultado de la ultima centrifugacién se obtuvo un tubo con pellet de bacterias, el cual
fue nuevamente resuspendido con 1 ml de agua de peptona para asi tener 1 ml final, el

cual se utilizé posteriormente para inocular las peliculas comestibles.

En la figura 9 se muestran los pellets obtenidos a lo largo de este proceso. Es posible
observar como en la primera centrifugacion el pellet obtenido se encuentra precipitado,
sin embargo, el volumen es menor, a diferencia de la segunda centrifugacién en la cual
se aprecia que el pellet aumentd. Finalmente, en el tercer lavado es notorio el aumento
de volumen del pellet celular, esto se debe a que todos los precipitados obtenidos de la
segunda centrifugacién fueron resuspendidos en 1 ml de agua de peptona. El pellet
celular se encontraba precipitado en el fondo del tubo en cada una de las

centrifugaciones realizadas debido a la diferencia de densidades. En la seccion (D) de la
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figura 9 se muestra el resultado obtenido al resuspender por Ultima vez el agua de
peptona con el concentrado de bacterias, dando como resultado un pellet de color crema

clara con una alta concentracion de bacterias.

Figura 10. Pellet celular. (A) Primera centrifugacion, (B) Segunda centrifugacion, (C)

Tercera centrifugacion y (D) Re-suspension de pellet celular final

7.7 Peliculas comestibles de nopal con Limosilactobacillus reuteri

A lo largo de este proyecto se hicieron cambios en las concentraciones de bacterias
presentes en las peliculas; las primeras peliculas se hicieron en una mezcla con volumen
de 100 ml adicionando 1 ml de pellet celular. Esta concentracion inicial de bacterias
obtuvo resultados bajos en las pruebas de viabilidad, por lo cual se opté por aumentar la
concentracion de bacterias al doble, agregando 1 ml de pellet a 50 ml de mezcla.
Asimismo, se opto por disminuir las concentraciones de los componentes de la pelicula
con la finalidad de reducir la presencia de grumos en la mezcla y mejorar su apariencia
final. A continuacion, en la tabla 8 se muestra la recopilacion de formulaciones indicada

en porcentaje peso volumen.
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Tabla 8. Tabla comparativa de formulaciones de peliculas comestibles

Formulacién _ _ _
o Formulacién Formulacién | Formulacion
Componente inicial de ) ) _
_ base final con mucilago final
referencia
Alginato de
_ 4% 2% 2% 1.96%
sodio
Almidon 16% 2% 2% 1.96%
Glicerol 20% 6% 6% 5.88%
Agua
) 100 ml 100 ml 50 ml 25 ml
destilada
Mucilago de
N/A N/A 50 ml 25 ml
nopal
Pellet celular N/A N/A N/A 1 ml

Se midio la densidad 6ptica del inoculo para calcular las UFC presentes. La absorbancia
se midié a una longitud de onda de 600 nm dando como resultado 2.346. De acuerdo
con los datos obtenidos en la cinética de crecimiento a esta OD, se estima que hay
4.51x10° UFC/ml. Tomando en cuenta que se utilizaron 88 ml de caldo MRS inoculado
para la extraccion del pellet, la concentracién aproximada total del pellet fue de 3.97x10!
UFC. Finalmente, teniendo en cuenta las proporciones de esta nueva formulacion, es
posible decir que al momento de realizar la pelicula se afiadieron 7.93x10° UFC, y que

en cada gramo de esta mezcla habia una concentraciéon de bacterias de 1.59x108 UFC.

Las peliculas obtenidas tuvieron apariencia opaca, asimismo, mantuvieron una
coloracion ligeramente amarilla. Se sometieron a pruebas de almacenamiento durante
siete meses con la finalidad de observar algiin cambio organoléptico. Se llevaron a cabo

dos tipos de peliculas: a) comestibles de 1 g de mezcla fresca y b) peliculas que
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recubrieran toda la superficie de la placa Petri sin importar el peso. Las peliculas de 1 g
se elaboraron con la finalidad de utilizar en pruebas posteriores. Las peliculas mas
grandes se utilizaron para llevar a cabo las pruebas de almacenamiento. A continuacion,
en la figura 11, se muestran las peliculas obtenidas. La coloracion amarilla de las
peliculas se debe a los acidos presentes en el tejido vegetal del nopal, ya que estos
pueden actuar como catalizadores de la degradacion de los pigmentos clorofilados,
dando como resultado la pigmentacion final obtenida en la pelicula (Orozco, sff) .

Figura 11. Peliculas comestibles de nopal con Limosilactobacillus reuteri

7.8 Evaluacion de peliculas comestibles
7.8.1 Caracterizacion de peliculas comestibles

La caracterizacion de las peliculas comestibles se realizO empleando un microscopio
Optico y microscopia electronica barrido. En el caso del microscopio éptico se analizo la
pelicula sin ningun tipo de tratamiento obteniendo la imagen que se muestra en la figura
12(A). En esta foto es notoria la caracteristica pigmentacién verde del nopal. En esta
figura también se observo la encapsulacion de materiales en pequefias aglomeraciones.
Por otra parte, se realiz6 una tincibn de Gram con la finalidad de verificar que las
bacterias adicionadas estuvieran presentes. Las imagenes obtenidas se muestran en la
figura 12(B).
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Figura 12. Peliculas comestibles en microscopio 6ptico a 100x. (A) Sin tratamiento (B)

Con tincidon de Gram

Al realizar la tincion de Gram la presencia de L. reuteri fue evidente. En la figura 12(B)
es posible observar bacterias con una morfologia de bacilo altamente parecida a la de la
bacteria de interés. De igual forma, las bacterias que se muestran a continuacién
demostraron ser Gram positivas, otra caracteristica especifica de L. reuteri. Con la
finalidad de obtener fotografias con alta resolucion se opté por usar un filtro de luz el cual
venia incorporado con el microscopio.

El analisis mediante el microscopio electronico de barrido fue realizado con la ayuda de
un profesional. Las imagenes obtenidas se muestran a continuacion en la figura 13 y 14,
las cuales fueron tomadas con un aumento de 5000x. En estas figuras es posible
observar la morfologia caracteristica de L. reuteri, esto nos permite afirmar que las

peliculas comestibles formuladas si logran inmovilizar a las bacterias de interés.
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Figura 13. Observacién de L. reuteri en la pelicula comestible en el microscopio SEM.

ol S

Figura 14. Observacion de relieve de L. reuteri en la pelicula comestible en el

microscopio SEM.
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7.8.2 Pruebas de almacenamiento

Se realizaron las primeras pruebas de almacenamiento a las peliculas con mucilago de
nopal sin la adicion de probioticos. Esta prueba se llevé a cabo durante nueve meses en
los cuales se monitore6 que no se contaminaran o cambiaran de aspecto fisico. Se
utilizaron dos variables, iluminacion y temperatura. Los resultados obtenidos demuestran
gue pueden estar en cualquier tipo de almacenamiento, ya sea con o sin luz, y a
temperaturas bajas o altas sin presentar ningin cambio notorio en la apariencia (Figura
15).

Refrigeracion

17 dias

PANGIET

4 meses

9 meses

Figura 15. Pruebas de almacenamiento en peliculas con mucilago de nopal

Las segundas pruebas de viabilidad se llevaron a cabo con las peliculas comestibles

adicionadas con probiéticos. Estas pruebas se realizaron por un periodo de siete meses,
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se sigui6é el mismo protocolo que en la prueba anterior, teniendo como Unica variable la
adicion de bacterias en las peliculas. En la figura 16 se muestran los resultados obtenidos
en esta prueba, en esta imagen es posible apreciar que no existié ningiin cambio notorio
después de estas pruebas de almacenamiento. Esto nos permite inferir que el tipo de
almacenamiento al que esten expuestos las peliculas no influira de forma importante en

una contaminacién o deterioro notorio.

Con iluminaciony a Sin iluminaciony a
temperatura temperatura Refrigeracion
ambiente ambiente

7 meses

( o N

Figura 16. Pruebas de almacenamiento en peliculas con mucilago de nopal y

probioticos
7.8.3 Determinacion de humedad

En esta prueba se utilizaron las peliculas que cubrieran toda la superficie de la placa
Petri. Se tomaron en cuenta 9 placas obteniendo como resultado final un porcentaje de
pérdida de agua promedio de 81.47; los pesajes se llevaron a cabo antes y después del
secado. De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible inferir que en el proceso de

secado se pierde la mayor cantidad de masa de la mezcla, debido a que en esta etapa
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se evapora la mayoria de agua presente en la mezcla, dando como resultado a la pelicula

comestible.

7.8.4 Viabilidad de probidticos en la pelicula comestible

Se realizaron pruebas de viabilidad de las bacterias presentes en la pelicula, esto fue de
suma importancia para el monitoreo de las poblaciones inoculadas. Para la realizacion
de estas peliculas se inoculo la mezcla con 1 ml de pellet celular con una concentracion
aproximada de 3.97x10% UFC/ml. La imagen que se exhibe en la figura 17, muestra
crecimiento de bacterias en la placa a la diluciéon 1x103 e incubada por 72 horas. De

acuerdo con el conteo de colonias, se determiné que hay 6.5x10* UFC/ml.

Los resultados obtenidos indican que la pelicula si mantiene las bacterias viables, sin
embargo, es importante mencionar que el nimero de UFC disminuyé de forma
importante. Esto puede ser consecuencia del tiempo en el que se realizaron los estudios
de viabilidad, ya que se llevaron a cabo después de estar durante dos meses en
almacenamiento. Asimismo, las pruebas se realizaron en peliculas que fueron
almacenadas a temperatura ambiente y expuestas indirectamente a la luz, lo cual pudo
haber inferido en los resultados obtenidos. En estudios posteriores sera fundamental
realizar mas pruebas de viabilidad con peliculas almacenadas en refrigeracion y/o a
temperatura ambiente sin exposicion directa ala luz y en caso de ser necesario, modificar

la formulacion de las peliculas o metodologia.

Figura 17. Pruebas de viabilidad en peliculas con mucilago de nopal
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De forma complementaria, a continuacion se muestran otros resultados obtenidos en las
pruebas de viabilidad. En la figura 18 se muestran placas a la dilucion de 1x10*
independientes. En la figura 18(A) se observa una placa con alta concentracién de
bacterias y un crecimiento notorio. Por lo contrario, en la figura 18(B) el crecimiento no
es tan notorio como en la placa 18(A), sin embargo, si cuenta con una alta concentracion
de colonias presentes. Es importante mencionar que éstas no pueden ser tomadas en
cuenta como placas contables debido a la alta saturacion de bacterias. No obstante,

estos resultados permiten afirmar que si hay bacterias viables en las peliculas.

Figura 18. Resultados de pruebas de viabilidad en peliculas con mucilago de nopal en

diluciéon a la 1x10* por duplicado.

7.8.5 Viabilidad de probidticos en tracto digestivo ante sales biliares

Las bacterias aisladas de yogurt artesanal en el Centro Universitario de Vinculacion y
Transferencia de Tecnologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, fueron
sometidas a pruebas de viabilidad de sales biliares con la finalidad de conocer su
comportamiento en el tracto gastrointestinal. En la figura 19 se observan los resultados
obtenidos ante esta prueba, donde se trabaj6é con dos tipos de medios, uno selectivo

(medio MRS adicionado con sales) y otro no selectivo (medio MRS).
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Se identifico que el crecimiento fue més tardado en las placas con agar MRS adicionado
con sales en comparacion de las placas con medio MRS. Al comparar los dos tipos de
inoculacién en el medio selectivo, se identificé que las placas que habian sido inoculadas
mediante estriado simple tenian colonias mas grandes a diferencia de las que habian
sido inoculadas mediante el vertido en placa. En la figura 19(B) es posible apreciar la
diferencia en tamafio de colonias en medio MRS con sales biliares contra las colonias
que crecieron en ese medio a la hora 3 de la simulacion. Esto se debe a que el medio
MRS tiene un pH (6.4 £0.2) cercano al ideal para el crecimiento de las bacterias. Por otra
parte, la adicion de sales biliares al medio pudo haber afectado el pH mencionado
anteriormente, volviéndolo mas basico, lo cual repercute de forma directa en el
crecimiento de la bacteria (Mu etal., 2018). Estos resultados demuestran que las
bacterias si son resistentes a las sales biliares y justifica por qué son grandes candidatas
para su encapsulacion, ya que al verse alterado su crecimiento con las sales biliares el

recubrimiento comestible seria una excelente alternativa para mejorar su viabilidad.

61



Estriado en Vertido en placa
agar MRS con con agar MRS
sales con sales

Vertido en placa
con agar MRS

Figura 19. Pruebas de viabilidad de probioticos en tracto digestivo ante sales biliares
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'a

Figura 19(B). Comparacion de tamafio de colonias (A) Con medio MRS adicionado con
sales y (B) Con medio MRS

7.8.6 Viabilidad de probiéticos en tracto digestivo ante acidez

Las bacterias aisladas fueron sometidas a pruebas de acidez. Esta prueba se llevé a

cabo con dos medios, uno acidificado y uno estandar sin ningun tipo de modificacion.

En la figura 20 se exhiben los resultados obtenidos en estas pruebas, las placas que se
muestran a continuacion estuvieron en incubacion por 72 horas. Se tomaron 3
mediciones, en las cuales se identificé un crecimiento similar tanto en saturacién como
de tamafio. Los resultados obtenidos fueron los esperados debido a que una de las
caracteristicas mas atractivas de esta cepa, es su capacidad de supervivencia a medios
acidos (Mu et al., 2018). La resistencia bacteriana a los acidos se encuentra
estrechamente relacionado con el metabolismo de la arginina y glutamina (Teixeira et al.,
2014). En el caso especifico de la arginina, la respuesta de tolerancia al acido se debe a
su degradacion por la via de la arginina deiminasa (Rollan et al., 2003). Los resultados
obtenidos indican que la bacteria tiene la capacidad de sobrevivir en el sistema

gastrointestinal.
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Medio
acidificado

Medio MRS

Figura 20. Resultados de viabilidad de probioticos en tracto digestivo ante acidez
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8. CONCLUSIONES

e En relacion con el primer objetivo especifico, se logro la formulacién de una
pelicula comestible con mucilago de nopal adicionada con L. reuteri la cual mostré
tener caracteristicas sensoriales. Se llevo a cabo la extraccion de mucilago de
nopal obteniendo rendimientos mayores a los reportados en otros estudios, esto
permitird ahorrar tiempo y recursos en trabajos posteriores. Los resultados
obtenidos durante las pruebas de almacenamiento demostraron que, la luz y la
temperatura no alteran la apariencia fisica de las peliculas, ni promueven su
contaminacion, por lo que no influyen en el tiempo de vida de anaquel de la
pelicula comestible formulada.

e Desarrollar la cinética de crecimiento de L. reuteri fue util para la incorporacion
adecuada de las BAL en la pelicula comestible formulada. Por otra parte, la
determinaciéon de la curva de crecimiento fue fundamental para la exitosa
extraccion del pellet celular.

e Se comprobd la factibilidad positiva de incorporar células bacterianas de L. reuteri
en la formulacion de una pelicula comestible con mucilago de nopal, sin embargo,
los resultados obtenidos muestran un bajo porcentaje de supervivencia.

e A partir de los resultados obtenidos en las pruebas simuladoras del tracto
gastrointestinal humano, es posible concluir que las bacterias si sobreviven a
estas condiciones, postulandolas como candidatas idoneas para su
aprovechamiento como bacterias con potencial probiotico. Asimismo, los
resultados obtenidos en las pruebas de viabilidad ante sales biliares demuestran
la necesidad formular una pelicula comestible la cual mejore su viabilidad ante
condiciones basicas del tracto gastrointestinal.

e En respuesta al objetivo general de esta investigacion, el trabajo demostré que la
pelicula comestible de mucilago de nopal si contribuye a mantener las bacterias
viables; sin embargo, el porcentaje de supervivencia de las L. reuteri fue mas bajo
de lo esperado. No obstante, esta investigacion sirve como precedente para
posteriores estudios relacionados, en los cuales sera oportuno analizar ajustes a

la composicion o metodologia de la pelicula.

65



9. PERSPECTIVAS

Mejorar la formulacion y/o combinar otras metodologias para aumentar el

porcentaje de viabilidad.

Ejecutar pruebas de viabilidad de L. reuteri en peliculas almacenadas en
diferentes condiciones y comparar resultados obtenidos.

Realizar vigilancia tecnologica en innovaciones de alimentos que sean

compatibles con las peliculas formuladas.

Evaluar posibilidad de realizar la solicitud de patente de la formulacion de las

peliculas comestibles con mucilago de nopal y L. reuteri.
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ANEXOS
1. Script de R Studio para determinar el 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 <- c¢(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)

# Ajuste del modelo de Gompertz
library(minpack.lm)
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)

# Grafica del modelo ajustado

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

max(densidad_optica), by = 0.001)

ufc_ml_pred <- 10"predict(gompertz_fit, newdata = list(densidad_optica

densidad_optica_grid))
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plot(loglO(ufc_ml) ~ densidad_optica, data = data.frame(densidad_optica =
densidad_optica, ufc_ml = ufc_ml), pch = 15, ylim = c¢(5, 11), xlim = ¢c(0,
max(densidad_optica)*1.1), xlab = "Densidad Optica (600nm)", ylab = "UFC/mL")

lines(log10(ufc_ml_pred) ~ densidad_optica_grid, type="I", Iwd=3, col = c("#{f9933"))

HHAH R R R R
# Prediccion para una densidad 6ptica de X numero
densidad_optica_new <- 2.386

ufc_ml_pred_new <- 107predict(gompertz_fit, newdata = list(densidad_optica =
densidad_optica_new))

print(paste("La prediccion de UFC/ml para una densidad Optica de",

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