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Resumen
En los Laboratorios de Biotecnología de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo y de la Universidad Técnica Particular de Loja, se evaluó la
combinación de 6 tipos de simbióticos encapsulados mediante el método Spray Drying,
aplicando para cada uno un diseño completamente al azar en arreglo bifactorial, con 10
repeticiones por tratamiento y un tamaño de unidad experimental de 200 ml, utilizando
(50, 100 y 150) mg de (Lactobacillus casei) combinados con (40 y 80) mg de Inulina,
determinándose estadísticamente la mejor combinación con 150 mg de (Lactobacillus
casei) y 80 mg de Inulina ya que presentó una mayor cantidad de bacterias ácido
lácticas 2.99 E+06 UFC/g, en tanto que en el proceso de atomización se reportó
una disminución de estas frente al conteo inicial debido a que la Inulina actúa como
tampón frente a lo elevados ∘Brix de la biomasa resultado de la alta concentración de
maltodextrina (1:3), mientras que por efecto del material encapsulante que es obtenido
por hidrolisis de almidón la densidad se encuentra en una media de 0.66 g/ml que es
relativamente bajo y un pH dentro de los rangos de neutralidad, además se observó
que las variables de estudio no tuvieron una influencia frente a la adición cantidades
inulina si no por otros factores antes mencionados, por lo que se recomienda realizar
micrografía eléctrica de barrido (E-SEM) de los polvos para profundizar en el análisis y
de igual manera la utilizar la micro encapsulación en distintas matrices alimentarias.
Abstract: In the Biotechnology Laboratories of the Faculty of Sciences of the Higher
Polytechnic School of Chimborazo and of the Private Technical University of Loja, the
combination of 6 types of symbiotic encapsulated by the Spray Drying method was
evaluated, applying for each one a completely chance in a bifactorial arrangement,
with 10 repetitions per treatment and an experimental unit size of 200 ml, using (50,
100 and 150) mg of (Lactobacillus casei) combined with (40 and 80) mg of Inulin,
statistically determining the best combination with 150 mg of (Lactobacillus casei) and
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80 mg of Inulin since it presented a greater quantity of lactic acid bacteria 2.99 E +
06 CFU / g, while in the atomization process a decrease of these compared to the
initial count was reported due to that Inulin acts as a buffer against the high ∘Brix
of the biomass resulting from the high concentration of maltodextrin (1: 3), while by
effect of the encapsulant material that is obtained by hydrolysis of starch the density is
found in an average of 0.66 g / ml that is relatively low and a pH within the ranges of
neutrality, in addition it was observed that the study variables did not have an influence
on the addition of inulin amounts if not by other factors mentioned above, so it is
recommended to perform scanning electric micrography (E-SEM) of the powders to
deepen the analysis and in the same way to use the micro encapsulation in different
dietary matrices.

Palabras claves: Simbiótico, Encapsulamiento, Lactobacillus casei, Inulina.

Keywords: Symbiotic, Encapsulation, Lactobacillus casei, Inulin.

1. Introducción

Los prebióticos son ingredientes no digestibles de los alimentos que benefician al
huésped estimulando selectivamente el crecimiento de la actividad de las especies
de bacterias que están establecidas en el colon, mejorando así la salud del huésped,
siendo una palabra relativamente nueva que significa ``a favor de la vida'' y actualmente
se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres
humanos y los animales (1).

Cada día la industria alimentaria muestra un interés creciente en la implementación
de los microorganismos probióticos para la elaboración de Alimentos Funcionales (AF).
Ya que eficacia medicinal o terapéutica de estos alimentos depende del número de
Unidades Formadores de colonias por ml o gramo (UFC/ml o g) de microorganismos
probióticos viables y activos en el producto al momento de consumirlo (2).

Dentro del grupo de los probióticos de mayor importancia encontramos los Lac-

tobacillus casei, productora de ácido láctico, empleada en la industria láctea (por
lo general) en la elaboración de alimentos probióticos, se ha comprobado que esta
especie particular de lactobacilo es muy resistente a rangos muy amplios de pH y
temperatura (3).

Un simbiótico es a la mezcla de uno o más organismos probióticos con uno o
varios compuestos prebióticos, con el objetivo de favorecer la actividad de ambos
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componentes para potenciar sus propiedades saludables gracias al efecto sinérgico
que existe entre ellos. Esto implica que sólo puede ser simbiótico el producto que
demuestra ejercer un efecto beneficioso superior a la suma de los generados por sus
integrantes por separado (4).

De acuerdo a lo que establece (5), el recuento de un probiótico debe de ser mayor
o igual a 1 x106 UFC/g en el producto terminado hasta el final de la vida útil.

Una de las desventajas del empleo de probióticos en el procesamiento de alimentos
es la baja viabilidad de estos, la cual se puede ver afectada por condiciones ambientales
como el la humedad y la temperatura. Una alternativa para mitigar estos efectos es
mediante el desarrollo de condiciones protectoras que garanticen dicha viabilidad y
actividad de estos microorganismos durante su uso y aplicación en alimentos, asegu-
rando que sean liberados en el intestino donde se precisa su acción (2).

El género Lactobacillus está comprendido por bacterias en forma bacilar de 0,5 -- 1,2
x 1,0 -- 10,0 µm, comúnmente se asocian en cadenas cortas, son anaerobias facultativas
ó microaerófilas, catalasa y citocromo negativos (6).

En la actualidad la encapsulación es un método frecuentemente utilizado para con-
servar omejorar las propiedades en el manejo y producción de algunos ingredientes ali-
menticios como vitaminas, acidulantes, sabores, aromas, enzimas, células microbianas
entre otras (7).

La inulina constituye una interesante alternativa para la elaboración de cubiertas de
fármacos que deben liberar su principio activo en el colon (8).

La inulina debido a sus propiedades nutricionales y fisiológicas, se ha utilizado cada
vez más como un ingrediente versátil en alimentos funcionales procesados como los
reemplazos de grasas y azúcares o suplementos de fibra (9).

Las Bacterias ácido lácticas constituyen la microbiota mayoritaria de los embutidos
fermentados curados, con recuentos finales superiores a 107 UFC/g (10).

Las Bacterias ácido lácticas son microorganismos fermentativos que pueden seguir
dos rutas metabólicas para hidrolizar los hidratos de carbono: homofermentativa y
heterofermentativa, la primera es la que, prácticamente de manera exclusiva, produce
ácido láctico, responsable del descenso de pH durante la fermentación que implica
diversos efectos beneficiosos, tales: - Inhibición del crecimiento de microorganismos
causantes de alteraciones y patógenos, facilitando la conservación. - Modulación de
las reacciones enzimáticas que contribuyen al desarrollo del aroma y flavor, entre otras.
(11,12).
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2. Materiales y Métodos

2.1. Unidades Experimentales

Para la presente investigación se utilizó 12 litros de simbiótico (volumen de cultivo)
partiendo de la preparación de muestras de 200ml (TUE), pues al ser un arreglo
bifactorial tenemos tres niveles de probióticos (Lactobacillus casei 50 mg,100 mg y
150 mg) que es el factor A, y,2 niveles de prebiótico (Inulina de 40 mg y 80 mg) que es
el factor B con 10 repeticiones que serán motivos de estudio.

2.2. Tratamientos y diseño experimental

En esta investigación se probó distintas mezclas de Inulina y Lactobacillus casei encap-
sulándolos por el método de Spray Drying. Haciendo dos soluciones de Inulina de (40
y 80) mg y con 3 concentraciones de microorganismos (50, 100 y 150) mg, trabajando
con un Diseño Completamente al Azar en un arreglo Bifactorial, el mismo consta de 6
tratamientos y 10 repeticiones, como lo indica la tabla 1.

Table 1: Esquema del experimento.

Factor A Factor B Código Repetición TUE(ml) TUE/Trat.

Lactobacillus c.50mg Inulina 40mg A1B1 10 200 2000

Lactobacillus c. 100mg Inulina 80mg A1B2 10 200 2000

Lactobacillus c. 150mg Inulina 40mg A2B1 10 200 2000

Lactobacillus c. 50mg Inulina 80mg A2B2 10 200 2000

Lactobacillus c. 100mg Inulina 40mg A3B1 10 200 2000

Lactobacillus c. 150mg Inulina 80mg A3B2 10 200 2000

TOTAL 12000ml

2.3. Activación microbiana

Se realizó la activación de la los Lactobacillus casei considerando una gradiente de 50
con respecto al inoculo (50, 100 y 150) (13).

• Inoculación de la cepa liofilizada en el biorreactor (la cantidad correspondiente
para cada tratamiento),

• Sellar con cinta parafilm los frascos (bioseguridad)
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• Distribuirlos biorreactores en el agitador Shaker orbital a una temperatura de
37∘C, durante 48 horas y con 50 rpm.

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

• Colocar los biorreactores en un cooler con hielo ligeramente esparcido, para
la conservación y bioseguridad de la biomasa que serán micro encapsulados
después de 16 horas

2.4. Siembra recuento y determinación de la cantidad de Bacterias
Ácido Lácticas- BAL (UFC/g) de la biomasa (13, 14)

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

• Realizar diluciones 10-3 y por triplicado de los micro encapsulados, de cada uno
de los tratamientos.

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

• Realizar el recuento utilizando una cuenta colonias.

• Para colonias demasiado numerosas o incontables se realiza un conteo dividi-
endo la caja en 2 o 4 partes dependiendo el caso, se cuenta una parte, y éste
se multiplica por las partes divididas.

• Calcular el valor de UFC/ml de las bacterias.

2.5. Encapsulación

Se basó de acuerdo a un estudio científico frente a las temperaturas óptimas para micro
encapsular probióticos con agentes prebióticos (15).

• Realizar la relación 1:3 respecto al peso seco de la biomasa y al material encap-
sulante (malto dextrina).

• Agregar el prebiótico (Inulina) correspondiente a cada tratamiento y homogenizar.

• la mezcla es alimentada al secador y se atomiza por medio de una boquilla o
disco.
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• Atomizar la biomasa en el equipoMini Spray Drying a una temperatura de entrada
de 100 ∘C±2 y una temperatura de salida de 50±5, con una alimentación de 10.
La biomasa cae en forma de pequeñas gotitas en un medio de secado (aire
caliente); dando como resultado un material que queda incluido dentro de otro.
el tiempo de exposición a temperaturas elevadas es muy corto (5 a 30 s)

• Se recoge el material micro encapsulado del recolector del equipo, se envasa,
pesa y codifica.

• Siembra, recuento y determinación de la cantidad de Bacterias Ácido Lácticas-
BAL (UFC/g) de los encapsulados (14).

• Determinación de la viabilidad de Lactobacillus casei (log UFC/g) de los encap-
sulados (13).

2.6. Análisis Físico Químico

Para el estudio de las características físico químicas del simbiótico encapsulado implicó
tomar 1 gramo de muestra para la determinación de pH mediante el método INEN 526
1980-12,2012 (16) y para la densidad g/ml se utilizó 10 gramos de muestra (17).

2.7. Análisis Microbiológico

Para la evaluación de la cantidad de Bacterias Acido Lácticas (BAL). UFC/ml, se empleó
el método determinado por las normas ISO, UNE 4833-1:2014 (14), mientras que (13)
para determinar la viabilidad (Log UFC/g).

2.8. Análisis Estadístico y pruebas de significancia

En la presente investigación las mediciones experimentales fueron modeladas bajo un
Diseño Completamente al Azar con un arreglo combinatorio sometidos a los siguientes
análisis estadísticos:

• Análisis de Varianza (ADEVA), para aceptar la hipótesis.

• Separación de medias (P<0,05) a través de la prueba de DUCAN, utilizando en
programa infostat versión 1 (2016).

3. Resultados y Discusión
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3.1. pH

Se realizó el análisis de la variable pH de todos los tratamientos, obteniendo el resultado
de 7.33 para 100 mg de Lactobacillus casei y 80 mg de Inulina, mientras que de 6.52
en el encapsulado que contiene 150 mg de Lactobacillus casei y 80 mg de Inulina,
siendo el mayor y menor respectivamente, valores que difieren significativamente (P <
0,01) del resto de tratamientos, como se muestra en la figura 1. A comparación de
un estudio sobre la evaluación de la capacidad probiótica ``in vitro'' de una cepa
nativa de Saccharomyces cerevisiae que las bacterias ácido lácticas crecen en pH
de 4,5 -- 6,4 donde los medios son ligeramente ácidos (18). El pH de los biorreactores
cuando culminaron su proceso de activación oscilan entre 6 y 6.2, pero, al agregar la
maltodextrina en una proporción 1:3 (biomasa y material encapsulante) debido a que la
cantidad de SST de la biomasa es bajo (0,8-1,0 %), sube sustancialmente los ∘Brix por lo
que al utilizar la INULINA (prebiótico), este actúa como una solución tampón de acuerdo
a su ficha técnica, en el que indica que si se aplica en una solución que tiene 30 y 50
∘Brix este tendrá un pH de 5 y 7 respectivamente. Es por ello que el pH de nuestros
encapsulados llega a rangos de neutralidad. En concordancia con investigaciones que
nos indican que la maltodextrina tiene un efecto significativo en los ∘Brix y la viscosidad
del medio en donde se aplica por lo que es necesario encontrar un equilibrio entre
el máximo de ∘Brix y una mínima viscosidad, pues una viscosidad baja permite una
mejor fluidez de la mezcla en el sistema de atomización (disco o difusor), y una alta
concentración de sólidos totales incrementa el rendimiento del producto final, siendo
la maltodextrina es uno de las materias primas base en los procesos de secado por
aspersión para productos con un bajo contenido de sólidos totales (19).

Figure 1: pH de los diferentes encapsulados combinados con diferentes niveles de inulina y Lactobacillus
casei
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A demás al hacer el análisis de varianza encontramos que mediante el coeficiente
de determinación la función que más se ajusta es la cuadrática, expresada en el gráfico
2, por lo que se realizó la regresión, encontrándose diferencias altamente significativa
(<0.01)), donde se infiere que partiendo de un intercepto de -0,000x2 la tensión se eleva
0,020x y finaliza en el intercepto final de 6,195, con un coeficiente de determinación
de R2 = 18.3%;mientras tanto que el 81.17% restantes dependió de otros factores ya
que la fermentación homoláctica puede además dar lugar a una mezcla de ácidos
cuando existe una concentración de glucosa limitante, cuando se incrementa el pH,
se aumenta la temperatura o se fermentan azúcares diferentes a la glucosa; en estos
casos, la diferencia radica en el metabolismo del piruvato, el cual además de producir
ácido láctico produce además formiato y acetil CoA por la enzima piruvato formiato
liasa (20).

Figure 2: Regresión cuadrática de la variable pH del simbiótico encapsulado a base de diferentes niveles
de Inulina 40 mg y 80 mg y Lactobacillus casei 50 mg, 100 mg y 150 mg.

3.2. Densidad

En lo que refiere a la densidad no se presentaron diferencias significativas (P > 0,05)
entre los tratamientos, siendo 0.70 g/ml la mayor densidad presente con 150 mg de
Lactobacillus casei y 80 mg de Inulina, mientras que para 50 mg de Lactobacillus casei

con 80 mg de Inulina se presenta una densidad menor de 0,64 g/ml, resultados que se
encuentran en concordancia con otras investigaciones realizadas, que determinan la
densidad de la microcapsulas de cacao con 2 materiales encapsulantes (maltodextrina
y HI-CAP100) obteniendo 0,605 y 0,622 respectivamente (21), permitiendo deducir
que la densidad del encapsulado dependerán de muchos factores uno de ellos es
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el peso molecular del material encapsulante y otro la cantidad a utilizar, puesto que
a mayor peso del mismo mayor será la densidad, atribuyéndose un peso mayor a
HI-CAP100(almidón modificado) frente a las maltodextrinas.

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

Cómo se puede observar en la figura 3, la densidad de los micro encapsulados tiene
una media de 0,66 g/ml. que es relativamente baja, debido a que el peso molecular
del material encapsulante (Maltodextrina) es relativamente bajo y como lo indica (22) a
mayor proporción de maltodextrina la densidad disminuirá.

3.3. Presencia de Lactobacillus Casei (BAL)

La utilización de 50 mg de Lactobacillus casei con 40 mg de Inulina y de 150 mg de
Lactobacillus casei con 80 mg de Inulina permitieron registrar 14,09 y 14,62 UFC/g
de Lactobacillus casei respectivamente, valores que difieren significativamente (P <
0,01) del resto de tratamientos, principalmente de los tratamientos con 50 mg de
Lactobacillus casei y 80 mg de Inulina al igual que 150 mg de Lactobacillus casei

con 40 mg de Inulina, las cuales registraron 12,78 y 12,76 UFC/g de Lactobacillus casei

respectivamente, como se puede expresar en la figura 4. Estos valores se deben a
que los fructanos de tipo inulina cuando no son ramificados, se dividen en disacáridos
o monosacáridos y son degradados extracelularmente, mientras los mixtos como la
inulina de agave, son absorbidos intracelularmente, y sólo las bacterias probióticas
podrán usarlos (23,24,25).
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Figure 4: La densidad en g/ml de los diferentes encapsulados combinados con diferentes niveles de inulina
y Lactobacillus casei.

Fig. 4. El recuento microbiano de la cantidad de bacterias acido lácticas presentes
en el simbiótico en los diferentes encapsulados combinados con diferentes niveles de
inulina y Lactobacillus caseiNormas Ecuatorianas non indican que el alimento debe
contener un número mayor o igual de bacterias viables de origen probiótico a 1 x106
UFC/g en el producto terminado hasta el final de la vida útil (26). Hallándose 2.15E+06,
2.00E+06, 1.51E+06 y 2.99E+06 en las combinaciones 50 mg Lactobacillus casei con
40 mg Inulina,100 Lactobacillus casei con 40 mg Inulina, 100 mg Lactobacillus casei

con 80 mg Inulina y 150 mg Lactobacillus casei con 80 Inulina, respectivamente, por
lo que el resultado de investigación se la puede considerar un alimento probiótico, ya
que cumple la norma, y se puede observar en la tabla 2.

Table 2: Recuento de bacterias acido lácticas (BAL) de cada uno de las combinaciones de los simbióticos
encapsulados.

Lactobacillus casei, mg Inulina, mg BAL, UFC/g

50 40 2.15E+06

50 80 6.56E+05

100 40 2.00E+06

100 80 1.51E+06

150 40 9.49E+05

150 80 2.99E+06
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3.4. Viabilidad

Para determinar la viabilidad del Lactobacillus casei en la micro encapsulación se partió
de un recuento inicial de 107 UFC/ml o 16.11 log UFC/ml, para posteriormente del proceso
de atomización obtener 11.79 log UFC/ml, 10.48 log UFC/ml 11.48 log UFC/ml 11.55 log
UFC/ml 10.46 log UFC/ml y 12.31 log UFC/ml en las encapsulados con las siguientes
combinaciones: 50mg Lactobacillus casei con 40mg Inulina, 50mg Lactobacillus casei

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

casei con 80 mg Inulina, 150 mg Lactobacillus casei con 40 mg Inulina y 150 mg
Lactobacillus casei con 80 mg Inulina, respectivamente, como se indiva en la figura
5. Resultados coincidentes con los reportados por algunos autores que muestran que
la co-encapsulación de probióticos con prebióticos incrementando la viabilidad del
Microorganismo (27,28).

La viabilidad de la presente investigación es de 70.42%, debido a que, al agregar
una concentración alta de maltodextrina (1:3) esta actúa como termo protector para
los microorganismos, como lo indican ciertas investigaciones que ratifican que los
prebióticos en combinación con el material pared, podrían actuar como agentes termo-
protectores (28,29) teniendo en cuenta que en el proceso de secado por atomización
los microorganismos sufren un alza de temperatura drásticamente de 100 ∘C, la cual se
encuentra fuera del rango optimo en el desarrollo de las baterías Lactobacillus casei.
El secado por aspersión es considerado un método adecuado para la estabilización
de probióticos, pero las altas temperaturas aplicadas sugieren el uso de sustancias
termo-protectoras para mantener la viabilidad (30).

Figure 5: Viabilidad en los encapsulados combinados con diferentes niveles de inulina y Lactobacillus
casei
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4. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se pueden resumir en las siguientes
conclusiones:

• El método Spray Drying es útil para los procesos de encapsulación de distintas
matrices alimentarias, siendo una de ellas simbióticos, brindando de esta manera
un diferente método de transferencia de materia.

• La cantidad presente de BAL en los micro encapsulados dan cuenta que son
métodos efectivos para la supervivencia de los microorganismos, brindando
condiciones físicas y químicas óptimas de conservación, sin que exista algún
descenso en la flora que se necesite para futuros procesos.

• Las propiedades resultantes del presente proceso de encapsulación nos
demuestran que pueden dar como resultado, diferentes características de calidad
en cuanto a variables como la densidad y forma de las partículas.

• La automatización de los procesos de encapsulación, facilitan que las matrices
alimentarias tengan un control para procesos preventivos de contaminación como
para los de desnaturalización.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pueden realizar las siguientes recomen-
daciones:

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

• Proceder con análisis de la vida útil, las técnicas de empaque y las condiciones
de almacenamiento del producto.

• Para la continuidad de esta investigación se recomienda realizar pruebas físico-
químicas una de ella e importante es la micrografía eléctrica de barrido (E-SEM)
de los polvos encapsulados obtenidos, actividad de agua de los polvos y la
humedad, rendimiento de producción, eficacia de la encapsulación, contenido
en material activo y estudio de liberación del material activo.

Aplicación del micro encapsulado en distintas matrices alimentarias para obtener un
alimento funcional.
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