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RESUMEN

Saccharomyces cereviseae var. boularii es una levadura no patégena, no sistémica,
resiste pH acidos, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 grados centigrados.
Es considerada un probi6tico ya que genera enzimas capaces de degradar las toxinas
producidas por agentes patdgenos dentro del intestino humano. Se realizd la
microencapsulacion mediante secado por aspersion de la levadura antes mencionada
con polimeros de recubrimiento entérico Eudragit® (L-100, S-100, L-10055)
utilizando un mini Spray Dryer (BUCHI-B290) a una temperatura de entrada del
aire de 120 grados centigrados y una temperatura de salida del aire de 70 grados

centigrados

Se calcul6 el rendimiento del proceso y por medio de analisis estadistico se
determind que el polimero mas adecuado para microencapsular esta levadura fue el
L-100 con un valor del 53,41 por ciento. Para analizar la viabilidad de los
microencapsulados se realizo6 la técnica de difusion en placa, por medio de la cual se
determind que el polimero mas viable fue el L-100 con una concentracion
60:40(polimero: levadura) y cuyo valor fue igual a 2,5 E+10 UFC por cada gramo de
microencapsulado. Se formul6 capsulas duras de Saccharomyces cereviseae var.
boularii con su respectivo analisis de liberacion del principio activo, por medio de lo
cual se determin6é que la mejor formulacion contenia: 53 por ciento de
microencapsulados de levadura, 1 por ciento de sodio almidon glicolato, 1 por ciento
de didoxido de silicio coloidal y 20 por ciento de maltodextrina microgranulada y

cuyo tiempo de desintegracién fue igual a 13,50 minutos.

Palabras claves: Saccharomyces cereviseae var. boularii, polimeros Eudragit®,

viabilidad, formulacién, tiempo de degradacion.



ABSTRACT

Saccharomyces cereviseae var. boularii is a non-pathogenic, non-systemic yeast,
resists acidic pH, its optimum growth temperature is 37. It is considered a probiotic
as it generates enzymes capable of degrading toxins produced by pathogens within
the human intestine. Microencapsulation was performed by spray drying the
aforementioned yeast with Eudragit® enteric coating polymers (L-100, S-100, L-
10055) using a mini Spray Dryer (BUCHI-B290) at an inlet air temperature 120 and

an outlet air temperature of 70.

The vyield of the process was calculated and by means of statistical analysis it was
determined that the most suitable polymer to microencapsulate this yeast was L-100
with a value of 53,41 percent. To analyze the viability of the microencapsulates, the
plate diffusion technique was performed, by means of which it was determined that
the most viable polymer was L-100 with a concentration of 60:40 (polymer: yeast)
and whose value was equal to 2.5 E 10 CFU for each gram of microencapsulate.
Hard capsules of Saccharomyces cereviseae var. boularii with its respective analysis
of release of the active principle, by means of which it was determined that the best
formulation contained: 53 percent of yeast microencapsulates, 1 percent of sodium
starch glycolate, 1 percent of colloidal silicon dioxide and 20 percent of maltodextrin

microgranulated with and whose desintegration time was equal to 13,50 minutes.

Keywords: Saccharomyces cereviseae var. boularii, Eudragit® polymers,viability,

formulation, degradation time.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. TEMA DE INVESTIGACION

“Microencapsulacion del probiotico Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

mediante secado por aspersion con polimeros Eudragit®”.

1.2. JUSTIFICACION

El tracto gastrointestinal humano es el hébitat natural de una gran cantidad de
microorganismos cuya evolucion continua ha permitido su adaptacion. Estos pueden
ser muy beneficiosos para la salud al mantener la homeostasis intestinal, sin
embargo, existen bacterias patdgenas que producen enfermedades digestivas al
huésped (Arribas, Camuesco, Rodriguez, Zarzuelo, & Galvez, 2008). Las
enfermedades principales son: intolerancia a la lactosa, diarrea, gastroenteritis,
enfermedad inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y Ulcera
gastroduodenal (Doménech & Maifié, 2006). En el Ecuador la enfermedad de diarrea
y gastroenteritis aguda representan la tercera causa de morbilidad en la poblacion,
con un porcentaje de incidencia del 18,89 % (INEC, 2014).

A raiz de esto surgio la necesidad de utilizar alimentos funcionales que eliminen las
bacterias patdgenas del intestino. Los probioticos forman parte de este grupo de
alimentos ya que contienen una cantidad exacta de microorganismos benéficos para
la salud humana y cuyas funciones son: prevenir y contrarrestar enfermedades
gastrointestinales, modificar la respuesta inmunitaria, reducir colesterol, entre otros
(Anesto, De Las Cagigas, & Blanco, 2002). Los microorganismos que se utilizan
principalmente corresponden a los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium que
producen acido lactico, sin embargo, las levaduras del género de Saccharomyces han
sido utilizadas recientemente, siendo Saccharomyces cerevisiae var. boulardii mas
eficiente al producir proteasas que destruyen a los patdégenos (Bravo, Bunout,
Leiva, De La Maza, Barrera & Hirsch, 2008).



En base a la informacidn anterior se formul6 el trabajo de investigacion con el fin de
aportar al desarrollo académico, cientifico e industrial por medio del analisis de la
viabilidad y capacidad probidtica que tiene Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

microencapsulada con polimeros de recubrimiento entérico.

El secado por aspersion se fundamenta en la atomizacion de un liquido generando
gotas microscopicas que al interactuar con aire caliente se transforman en un polvo.
La calidad del producto final es dependiente de las condiciones iniciales de
operacion, siendo las mas principales la temperatura de entrada y salida del flujo de
aire, la temperatura de alimentacion, la dimension de las microgotas y la velocidad
del aire (I Ré , 1998). Es una técnica muy utilizada en la industria biotecnoldgica,
agroquimica, farmacoldgica y alimentaria; mantiene las propiedades fisico-quimicas
del microorganismo evitando un estrés termico ya que las células son inactivadas por
la pérdida directa del agua, sin embargo, para llevar a cabo este proceso es necesario

agentes de microencapsulacién que protejan a las células (Suarez & Ldpez, 2019).

Los polimeros de recubrimiento entérico mantienen la viabilidad de un
microorganismo, ademas, tienen la capacidad de resistir la actividad de los flujos
gastricos, se disuelven en un valor de pH exacto que por lo general es cercanoa 7y
cumplen las siguientes funciones: prevenir la degradacion gastrica de un farmaco,
evitar nauseas o vomitos y controlar la velocidad de adsorcién (Alpizar &
Hernandez, 2004). La marca Eudragit® produce polimeros derivados del &cido
metilacrilico dependientes del pH al contener distintos grupos funcionales lo cual
hace que la liberacion del farmaco sea inmediata o retardada; existen dos tipos
anioénicos Eudragit® L y Eudragit® S que presentan mayores propiedades para

enmascarar, siendo estos los mas utilizados (Blazquez & Coérdova , 2018).



1.3.0BJETIVOS

1.3.1. Objetivo General

Microencapsular Saccharomyces cerevisiae var. boulardii mediante secado por
aspersion con polimeros de recubrimiento entérico Eudragit® (L-100, L-100-55 y
S-100).

1.3.2. Objetivos Especificos

1. Estudiar el efecto de los polimeros de recubrimiento entérico Eudragit® sobre la

viabilidad de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii microencapsulada.

2. Determinar el polimero de recubrimiento entérico Eudragit® mas eficiente para la

microencapsulacion de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

3. Formular el microencapsulado en capsulas duras.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

2.1.1. PROBIOTICOS

La organizacion mundial de la salud define un probi6tico como un microorganismo

vivo con efectos beneficiosos para la salud humana. Las caracteristicas que deben

cumplir son: ser de origen animal debido a su facilidad de adaptacién en el intestino

y su baja patogenicidad, ademas, de ser resistentes a condiciones ambientales. Los

microorganismos mas utilizados como probidticos pertenecen al género de

Lactobacillus y Bifidobacterium sin embargo, algunas levaduras del género

Saccharomyces han sido incorporadas a este grupo (Villena, Morales, Gallardo , &
Ruiz , 2009).

2.1.1.1 Funciones de los probioticos

Competicién frente a bacterias patogenas.- previenen la union al epitelio
intestinal e inhiben la replicacion y accion de bacterias perjudiciales para la
salud humana por medio de 2 mecanismos. El primero se basa en la variacion
del pH del medio gracias a la liberacion de &cidos organicos (lactato,
propionato, butirato o acetato) producidos en la fermentacion de fibras que se
encuentran ya en el intestino, ademas, estos compuestos pueden servir como
nutrientes cuando la mucosa intestinal sufre algin dafio. El segundo
mecanismo se basa en la liberacion de compuestos antibacterianos
(bacteriocinas, toxinas antimicrobianas protéicas, colicinas, mictrocinas,
peréxido de hidrégeno o antibiiticos como la nisina) los cuales inhiben el
crecimiento del patégeno (Arribas, Camuesco , Rodriguez, Zarzuelo, &
Gélvez, 2008).

Incremento de la funcion de la barrera intestinal.- el epitelio intestinal o
barrera intestinal esta formado principalemente por la monocapa de epitelio,

recubrimiento de moco y uniones estrechos que mantienen unidos a
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enterotrocitos que impiden el ingreso de patdogenos 0 compuestos
prevenientes de estos. La funcion probidtica esta relacionada con la
modulacion de la respuesta antiinflamatoria dentro del intestino, normalizan
la permeabilidad e incrementan la formacion de nuevas células (Hernandez,
Coronel , Monge , & Quintana C, 2015) .

- Inmunomodulacion.-  activan la respuesta inmunitaria en el intestino e
incluso en el sistema inmune completo, al inducir la formacién de distintas
células involucradas en este proceso (TLRY, interleucinas, inmunoglubulinas,
células K, entre otros) dependiendo del microorganismo probiotico (Arribas,

Camuesco , Rodriguez, Zarzuelo, & Galvez, 2008).

Produccion ool Patogeno
sustancias
antimicrobianas 003088 rrobvistico
Produccion
nutrientes

Competicion
puntos unién
al epitelio

Incremento funcion barrera

Inmunomodulacion

Figura 1. Funciones de los microorganismos probioticos

2.1.1.2. Enfermedades contrarrestadas por Probioticos

Los probioticos son capaces de generar multiples beneficios para la salud
humana, sin embargo, se ha demostrado que dichos beneficios son dependientes
del microorganismo utilizado (FAO, 2006). A continuacion se muestran algunas



enfermedades sobre las cuales se ha evidenciado un efecto positivo al consumir

probidticos:

Diarrea Aguda.- puede ser causada por rotavirus, bacterias y la que aparece
luego del consumo de antibidticos. Al utilizar probidticos se reduce la
severidad y el tiempo de la enfermedad estén o no acompafiados de un
tratamiento de hidratacion. Los microorganismos mas importantes en el
control de dicha afeccion pertenecen al género de Lactobacillus (Manzano,
Estupifian, & Poveda, 2012).

Estrefiimiento.- afeccion en la cual las deposiciones de heces fecales
semanales son menor a 3, por lo general, se produce también dolor y
distencion abdominal. Los probidticos actdan al incrementar las deposiciones
fecales, mejor consistencia, buen olor y disminucién del dolor del abdomen
(FAO, 2006).

Sindrome del Intestino Irritable (SIl).- afeccion con mayor indice de
aparicion en las personas, presenta: incremento en las deposiciones fecales,
variacion en la consistencia de las heces fecales, dolor abdominal e
hinchazon. Al igual que en la enfermedad de diarrea aguda los beneficios de
los probidticos son similares, adicionandole la disminucion de gases y
equilibrando la microbiota intestinal (Manzano, Estupifian, & Poveda,
2012).

Intolerancia a la Lactosa.- los alimentos que contienen lactosa no pueden
ser digeridos por el intestino provocando: dolor del abdomen, nauseas,
diarrea. Los probioticos y de manera especial los que pertenecen al género de
Lactobacillus disminuyen los efectos provocados por esta afeccion al
contener en su estructura lactasas que permite la digestion de alimentos
lacteos (Doménech & Mafié, 2006).



2.1.2. Saccharomyces cerevisiae var. Bourlardii

Es una levadura no patégena, no sistémica y termoresistente, ya que su
temperatura Optima de crecimiento es de 37 °C. Fue aislada en 1923 de los
frutales de lichi por el francés Henry Boulard durante la epidemia del cdlera
(Czerucka, Piche, & Rampal, 2007). Segin McFarland & Bernarsconi

(1993), la clasificacion taxondmica de esta levadura es:

Tabla 1. Taxonomia de Saccharomyces boulardii

Dominio Eucariota
Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivision Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Saccharomyces
Especie S. boulardii

La pared celular de este tipo de levadura esta compuesta por polisacaridos en
una concentracion del 30-60 %, donde la manosa y galactosa constituyen mas
de 50 pg/mg de masa de levadura (Badia, Zanello, Chevaleyre, Lizardo,

Meurens, Martinez, Brufau & Salmon, 2012).
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Figura 2. Saccharomyces cereviseae var. Boulardii bajo un microscopio
electronico (Billoldo, 2019)

L

2.1.2.1 Levaduras como probidticos

A pesar de que Saccharomyces cereviseae var. boulardii pertenece a la misma
especie que Saccharomyces cereviseae estas difieren en su metabolismo y
fisiologia, es por ello que solamente la primera es considerada como
medicamento probidtico. Estudios han demostrado que no degrada la galactosa,
pero es capaz de resistir a pH acidos presentes en el sistema gastrointestinal y
por su temperatura Optima de crecimiento es capaz de adaptarse al intestino
delgado del ser humano cuya temperatura es la misma (Czerucka, Piche, &
Rampal, 2007) .

Al igual que las demas bacterias probidticas S.boulardii genera un efecto
beneficioso para la salud humana, gracias a la produccién de enzimas (fitasa y
acidos grasos de cadena corta) encargados de degradar los quelatos y las
toxinas producidas por agentes patégenos, asi como también es capaz de
generar una respuesta inmune. Estos beneficios tienen una relacion directa con
la concentracion de la levadura en la dieta, cuando existen mas de 10° ufc/g de
alimento, generan un mal sabor debido a la fermentacién del alimento y por lo

tanto la produccion de alcohol (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015).

Esta levadura ha sido muy utilizada contra las enfermedades gastrointestinales
generadas por antibioticos e inflamaciones del intestino delgado. Estudios

realizados en ratones demostraron que los niveles de inmunoglobulina A dentro
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del intestino incrementaron en 4,4 veces con respecto a ratones de control, lo
cual involucra la degradacion de toxinas patdgenas gracias a que el anticuerpo
antes mencionado estimula la produccion de una serina proteasa (54 kDa)
(Castagliuolo, LaMont, Nikulasson , & Pothoulakis, 1996). Adicionalmente,
tiene un alto poder antioxidante con un alto contenido de flavonoides y fenoles
gracias a un ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (Datta, Timson, &
Annapure, 2017).

2.1.3.  Microencapsulacion mediante secado por aspersion

Es el proceso mediante el cual sustancias activas son recubiertas por matrices
poliméricas con el fin de mantener sus caracteristicas organolépticas y
quimicas, ademas, se da una proteccién contra el calor y la humedad para
obtener una mayor estabilidad y viabilidad. Es una técnica muy utilizada en la
industria alimentaria, sin embargo, ha sido incorporada para otros productos
tales como medicamentos y microorganismos (Villena, Morales , Gallardo, &
Ruiz , 2009). En esta operacion unitaria se da la transformacion de un liquido
(solucidn, suspensién o emulsiéon) en una particula solida, inicia con la
atomizacion del liquido en micro gotas las cuales son liberadas a una camara
de secado para que se convierta en un fino polvo para ser direccionado con una
corriente de aire hacia un recolector, las particulas finales tienen un tamafio
entre 1- 250 um (Fabela, 2017) .

El producto final que se obtiene es dependiente del liquido que va a ser
atomizado. Si se trata de una emulsion, donde existe una fase oleosa y otra
acuosa el producto final generado es una microcapsula, estructura vesicular la
cual tiene una pared y un nucleo bien definido. Por otro lado si se trata de una
suspension o disolucién, lo cual genera microesferas donde el componente
activo se encuentra en la pared y no tiene nacleo definido. Dependiendo  de
las condiciones del proceso también se pueden generar productos pegajosos,
cuya estructura tiene forma irregular, y no se observa un fino polvo y por ende

su manejo resulta ser muy complicado (Fabela, 2017).
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2.1.3.1. Ventajas y desventajas del Secado por Aspersion

El Secado por Aspersion tiene las siguientes ventajas:

- Se pueden microencapsular todo tipo de sustancias incluyendo
aquellas que son sensibles al calor.

- Se tiene un control total de los pardmetros de calidad del producto
final.

- Equipo simple de facil manejo, que puede ser utilizado a escala de
laboratorio e industrial.

- Genera particulas totalmente esféricas, el tamafio puede variar pero
depende de las condiciones de operacion.

- Proceso aséptico y rapido

- Alta eficiencia

- Equipo de facil limpieza y mantenimiento, la formacion del polvo
seco evita todo tipo de problemas corrosivos.

- Se pueden secar cantidades de producto relativamente grandes, gracias
a que se trata de una operacion continua.

(Coronel, Ciro, & Céardenas, 2015)

Dentro de las desventajas se encuentra la alta inversion inicial del equipo, su
disefio estd incapacitado para la formacion de microcapsulas de tamafio
grande y a veces suele presentar problemas de recoleccion del producto final
(Siccha & Lock de Ugaz, 2015).

2.1.3.2. Parametros de Operacion

Como se menciond anteriormente las condiciones de operacidn iniciales son
factores muy importantes para obtener una microcapsula o microesfera con
una estructura bien definida. En un estudio realizado para la
microencapsulacién de una proteasa se utilizaron 5 temperaturas de entrada
(80, 90, 100, 120 y 150 °C) y maltodextrina como polimero
microencapsulante (proporcion 50:50) siendo 100 °C la temperatura 6ptima
para obtener el mejor rendimiento de microencapsulacion. Tanto la
temperatura de entrada como la de salida poseen una relacion directa con el

porcentaje de humedad que tendra el producto final, cuando existe una
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variacion de temperatura grande (AT) el ingreso de agua es mayor, por lo
seria probable que el agua sea contenido por la microcapsula para que
finalmente se vea evidenciada en la humedad del producto final (Diaz,
Serna, Torres, & Hoyos , 2016).

La viscosidad del liquido que va a ingresar al equipo es uno de los
pardmetros mas importantes, este valor nunca debe ser mayor a 250 cp. Si el
liquido tiene un alto contenido de proteinas, enzimas como la lactosa y un
alto porcentaje de solidos totales la viscosidad tiende a incrementar, para la
cual se debe incrementar la velocidad de atomizacion del equipo (Ruiz,
2013).

El flujo de aire de atomizacion por su parte posee una relacion directa con el
tamafio de particula del producto final, a mayor flujo de aire de atomizacion
menor tamafio de particula, mientras que a menor flujo de aire de

atomizacion mayor tamarfio de particula (Ruiz, 2013).

2.1.3.3. Microencapsulacion de Probidticos

Este método es capaz de mantener la viabilidad de los microorganismos,
incluyendo el probiotico Saccharomyces cereviseae var. boulardii sin
afectar ninguna de sus rutas metabolicas proporcionadas por las matrices
poliméricas utilizadas, siempre y cuando las temperaturas de entrada y
salida sean las mas efectivas y no dafien la estructura probiotica (Suarez &
Lépez, 2019). Un estudio realizado en base a las caracteristicas probidticas
de la levadura antes mencionada demostr6 un mayor rendimiento de
microencapsulacion por la técnica de secador por aspersién con una mezcla
de polimeros de goma arabiga y proteina de suero de leche (proporcion 1:3)
a una temperatura de entrada de 125 °C y una temperatura de salida de
80 °C (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015). Ademas de los polimeros
antes mencionados se pueden utilizar otros dentro de los cuales se incluyen
proteinas, polisacaridos, azlcares o alguna combinacién de estos son por lo
general muy (tiles para la microencapsulacion de microorganismos
probidticos (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015).
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2.1.4. Polimeros EUDRAGIT®

Son un grupo de polimeros cuyo origen radica en el acido metacrilico con
distintas formas io6nicas. Son dependientes del pH, es decir tienen la
capacidad de disolverse a un pH Unico, facilitando los procesos de disolucién
en el sistema gastrointestinal, es por ello que su uso facilita las formulaciones
de la industria farmacéutica (Villamizar & Martinez , 2008). Este tipo de
polimeros son muy Utiles para la liberacion inmediata o ajustada de un
farmaco, o a su vez, una liberacién después de un tiempo, ademas de que se
pueden combinar con muchas sustancias activas e incluso microorganismos
(Evonik Industries, 2019). Son sustancias registradas por la USPNF
(Farmacopea y Registro Nacional de los Estados Unidos), BP (Farmacopea

Britanica) y PhEur (Farmacopea europea) (Rodriguez & LoOpez, 2016).

Segun Evonik Industries (2019), la clasificacion de estos polimeros es:

Tabla 2. Clasificacion de Polimeros Eudragit®

Polimeros
Eudragit®

Tipo de liberacion

Presentaciones

Copolimeros de

metacrilato de Inmediata E-100, E-12,5, EPO
aminoalquilo
Copolimeros de Lenta L-30, D-55, FS-30 D
acido metacrilico
Copolimeros de éster L-100-55, L-100, L-12,5, S-100,
Retardada

metacrilico

S-12,5, FS-30 D, etc.

Copolimeros de
metacrilato de
amonioalquilo

Controlada por Tiempo

RL-100, RL-PO, RL-30 D,
RL-12,5, RL-30, RS-100, RS-
PO, NE-30 D, NE-40 D, etc.

Los copolimeros de éster metacrilico: L-100, L-100-55 y S-100 son anidénicos con

presentacion en forma de polvo blanco. Proporciona un revestimiento entérico y

eficaz para farmacos con liberacion intestinal debido a su dependencia al pH del
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medio en que se encuentre (Rodriguez & Ldpez, 2016). A continuacion se muestran

algunas caracteristicas de cada uno:
- L-100.- Compuesto por metacrilato de amonio, se disuelve a un pH igual a 6,

soluble en el fluido intestinal especificamente en el yeyuno.

- L-100-55.- Compuesto por acido metacrilico y acrilato de etilo, se disuelve a

un pH igual a 5,5, soluble en el flujo intestinal del duodeno.

- S-100.- Compuesto por acido metacrilico, se disuelve a un pH igual a 7,

soluble en el flujo intestinal del ileon.
(Evonik Industries, 2019)
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CAPITULO IlII

MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.1.1. Recursos materiales

3.1.1.1. Material Microbiano.

=

Cepa de Saccharomyces boulardii

3.1.1.2. Material de laboratorio.
Material de vidrio GLASSCO.
Biorreactores de tanque agitado de 500, 3000 y 5000 ml de capacidad
Papel aluminio (Home club)
Papel filtro (Whatman)
Puntas de micropipeta (CRM Globe)
Botellas de tapa azul (Duran 250 mL)
Asa Drigalsky
Cajas Petri plasticas

Tubos Falcon

=4 A 4 -4 A4 -4 -5 -4 -5 -2

Lampara de Alcohol

3.1.2. Equipos de laboratorio.

Agitator vertical (THOMAS)

Balanza de humedad (Citizen MB 200)
Espectrofotometro (Fisher Scientific accuSkan GO)
mini Spray Dryer (BUCHI-B290)

pH metro (Thermo Scientific ORION VERSASTAR)
Refractometro (ABBE NAR-2T)

Refrigerador (Indurama)

Céamara de flujo laminar (ESCO Opti. MAIR)

= =4 4 -4 -4 A4 A -
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=4 =4 4 -4 A

=4 =4 4 4 -4 A4 -4 -4 -4 -4 -

Shaker

Autoclave (Hirayama HICLAVE™ HV-85)
Incubadora

Centrifuga (Rotina 380)

Vortex (Fisher)

Plancha de Caletamiento (Corning PC-620D)

3.1.3. Reactivos.

Agua destilada

Etanol comercial al 96 % de pureza
Caldo YPD ( Difco™)

Acido clorhidrico

Polimero S-100 (Eudragit)
Polimero L-100 (Eudragit)
Polimero L-10055 (Eudragit)
Hidroxido de sodio

Agar-agar (Difco™)

Maltodextrina DE 10-20

Dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200V)
Sodio almidon glicolato(Explotab)

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Preparacion de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Se prepard 500 mL de medio de cultivo YDP (50 g/L: 20 g peptona, 20 g extracto de
levadura, 10 g dextrosa), se esterilizd en un autoclave Hirayama HICLAVE™ HV-
85 durante 15 min a 121 °Cy 15 psi (Pérez, Sinoliz, Torralba , & Vazquez, 2011).
Se sembré la levadura pura a partir de una difusion en placa y se incubé por 48 horas
a 37 °C y 200 mint (Arslan, Erbas, Tontul, & Topuz, 2015). Se centrifugo el caldo
durante 25 min a 5 000 min en la centrifuga Rotina 380 (Suarez & Ldpez, 2019).
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Se elimind el liquido y se lavd la levadura por 3 veces con agua destilada para

eliminar restos del medio de cultivo.

El peso seco de Saccharomyces boulardii se obtuvo por medio de la balanza de
humedad Citizen MB 200 (Suarez & LoOpez, 2019), a partir de este dato se calculé la
cantidad de polimero entérico a utilizar segin la proporcion que fue

microencapsulada por medio de la siguiente férmula:

o Q1 £ "WQU OEDIED 0QEEd QDAL ¢
€ | € L L T e e X e o~ 1 v
O£ £ WQEEHN@AWOQOT ®©

Se peso la cantidad calculada, se disolvié en agua destilada a una concentracion del
25 % vy se estabilizO el pH con un pH-metro Thermo Scientific ORION
VERSASTAR cuyo valor dependi6 del polimero entérico a utilizar (Evonik
Industries, 2019). Finalmente se mezclo la levadura lavada con una varilla de
agitacion de vidrio. Los polimeros a utilizar, pH de disolucion y sus proporciones se

detallan a continuacién:

Tabla 3. Polimeros Eudragit® y su concentracion polimero: levadura

. _ y Concentracion
Polimero pH de Disolucion .
polimero: levadura

70:30
S-100 7 60:40
50:50

70:30
L-100 6,5 60:40
50:50

70:30
L-100-55 5,9 60:40
50:50
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3.2.2. Microencapsulacién por Secado de Aspersion

La suspension fue alimentada al equipo mini Spray Dryer (BUCHI-B290) con los
siguientes parametros de operacion: flujo de aire de secado de 50 m?h, flujo de
alimentacion de 500 L/h, temperatura de entrada del aire de 120 °C+ 2 °C vy
temperatura de salida del aire de 70 °C + 2 °C (Suarez & L06pez, 2019).

La suspensidn de alimentacion se agitdé constantemente para evitar precipitacion de la
levadura. El producto se recolectd en una funda de LDPE pesada con anterioridad,
luego se determind el peso final del microencapsulado y el rendimiento del proceso

de microencapsulacion por medio de la siguiente formula:

1 € Qe waanmom%s

Q0
[ WIS
PRroe Qo Q"‘d‘q\éhn“ i €00 @ Qungl

3.2.3. Determinacion de la Viabilidad de los microencapsulados

El estudio de la viabilidad de la levadura se realiz6 por medio de la técnica de
difusion en placa. Se realizé una serie de disoluciones que fueron de 10 hasta 107 o
mas dependiendo de la concentracién. Se inocul6 100 pL de disolucion en placas que
contengan medio de cultivo YPD solido y se incub6 a 37 °C durante 48 horas
(Ramirez & Castafio, 2009). Posteriormente se hizo el recuento del ndmero de
colonias y se determindel nimero de unidades formadoras de colonia por cada gramo

de microencapsulado por medio de la siguiente formula:

Y06 MQ@E & £ & HO D Qi 88 DOED 6 ®DRD G
"W QDT £ 'QE OGN LOMEEERE ¢ ¢ 65 @) RTDE@ QDT £ QE OO/ 0 a T

3.2.4. Analisis Experimental para determinar el polimero mas eficiente

En base a los resultados obtenidos del rendimiento de microencapsulaciéon y la

viabilidad de los microencapsulados se procederd a obtener tanto el polimero de
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recubrimiento entérico Eudragit® mas eficiente, asi como, su dptima concentracion.
Esto se llevara a cabo por medio del programa StatGrafics Centurion XV por medio
de la herramienta de Analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza p <
0.05 (Suarez & Lopez, 2019).

3.2.5. Formulacion del microencapsulado en capsulas duras

La formulacién de la capsula del probidtico de S. boulardii tuvo los siguientes
componentes: Ingrediente activo (Microencapsulado de Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii), desintegrante (Sodio almidon glicolato- Explotab), anticompactante
(Dioxido de silicio coloidal- Aerosil 200V) vy el relleno o coadyuvante de la fluidez
(Maltodextrina microgranulada) (Rodriguez , Pérez , Escalona , lraizoz , &
Lafourcade, 2014). Las concentraciones se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Formulacion de capsulas de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

_ Rellenoy
Ingrediente ) _
No. Act Desintegrante | Anticompactante | coadyuvante de la
ctivo
Corrida (%0) (%0) fluidez
(%)
(%)
1 78 1 1 20
2 78 5 1 16
3 78 1 6 16
4 78 5 5 12
5 53 1 1 45
6 53 5 1 41
7 53 5 1 41
8 53 5 5 37

A partir de esto se mezclaron los polvos en fundas de HDPE, se pesaron 400 mg y se
colocaron en cépsulas duras formato OE. Posteriormente para determinar el tiempo
de desintegracion, las capsulas fueron colocadas en un vaso de precipitacion con
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500 ml de jugo intestinal simulado con agitacion a 150 minty se midi6 el tiempo
con un crondmetro a partir de la adicion de la capsula hasta su total desintegracion,
se realizaron tres réplicas por cada una (Calvo, Esquisabel , Hernandez , & lgartua
, 2015).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1.1. Rendimiento de Microencapsulacion de Saccharomyces cerevisiae

El rendimiento de microencapsulacion es un parametro muy importante para estimar
los costos de produccion, ya que indican el nimero de microesferas obtenidas luego
de alimentar al mini Spray Dryer cierto volumen de suspension (polimero+levadura).
El agua no cumple un papel fundamental en la estimacion de este pardmetro debido a
que se evapora casi en su totalidad dentro del equipo de secado por aspersion
(Pastufa & LoOpez, 2016). A continuacion se presentan los resultados de

rendimiento luego de microencapsular la levadura Saccharomyces cerevisiae var.

var. boulardii

boulardii con distintas matrices poliméricas Eudragit® a distintas concentraciones.

Tabla 4. Rendimiento del proceso de Microencapsulacién de Saccharomyces

cerevisiae var. boulardii

Polimero ,Concentraci . Peso de P,esjo Rendimiento
on Levadura | Microencapsulado tedrico

Eudragit® (%) ©) ©) (%)
30 4,10 8,3 49,40
S-100 40 3,83 10 38,30
50 4,12 12,3 33,50
30 2,90 5,43 53,41
L-100 40 3,51 7,67 45,76
50 3,02 7,62 39,63
L-100-55 30 4,92 10,59 46,46
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40 2,00 4,76 42,02

50 2,32 6,44 36,02

En la Tabla 4. se observa que bajo los mismos parametros de operacion, temperatura
de entrada del aire de 120 °C+ 2 °C y temperatura de salida del aire de 70 °C £ 2 °C
se obtienen un rendimiento igual a 53,41 % cuando se utiliza el polimero de
recubrimiento entérico Eudragit® L-100 a una concentracion del 70 % y levadura al
30 %. Bajo esta misma relacion de polimero: levadura le prosigue el polimero
Eudragit® S-100 y posteriormente el L-100-55 con valores de rendimiento 49,40 %

y 46,46 % respectivamente.

En una investigacion realizada por Araujo & Ruiz (2016), se trabajé con probioticos
pertenecientes al género Lactobacillus bajo la técnica de secado por aspersion donde
obtuvieron un rendimiento del 86 % al trabajar a una temperatura de entrada de
120 °C, lo cual confirma que los parametros de operacidon inicial utilizados en la
presente trabajo de investigacion son los adecuados para obtener un mejor
rendimiento de microencapsulacién del probidtico Saccharomyces cerevisiae var.

boulardii.

60,00
50,00
40,00

30,00 S-100
L-100
L-10055

20,00

RENDIMIENTO DE
MICROENCAPSULACION

10,00
0,00

0 10 20 30 40 50 60
CONCENTRACION DE LEVADURA

Figura 3. Relacion de la concentracion de la levadura S. boulardii con respecto al

rendimiento de microencapsulacion
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En cada uno de los polimeros Eudragit® utilizados ocurre un comportamiento
similar (Figura 3.), el rendimiento disminuye conforme incrementa el porcentaje de
levadura siendo la concentracion mas optima en todos los casos la 70:30 (polimero:

levadura).

En una investigacion realizada por Suérez & Ldpez (2019), se microencapsul6 la
levadura Saccharomyces cerevisiae con otras matrices poliméricas tales como goma
arabiga, malto dextrina y lactosuero obteniéndose un 75,33 % como mejor
rendimiento al utilizar malto dextrina y levadura a la misma concentracién (50:50),
sin embargo no existe una relacion directa entre la concentracion de levadura y el

parametro antes mencionado.

4.1.2. Andlisis Estadistico del Rendimiento de Microencapsulacion de

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Una vez calculado el rendimiento de microencapsulacién de Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii es necesario identificar si existe relacion directa entre el
polimero utilizado y la concentracion de la levadura por medio de un analisis de

varianza, resultados que se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Anélisis de Varianza del Rendimiento de Microencapsulacion

Suma de Cuadrado | Razon-
Fuente Gl ) Valor-P
Cuadrados Medio F
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Polimero 58,3489 2 29,1744 9,11 | 0,0324

B:Concentracién de
270,446 2 135,223 42,24 | 0,0020
Levadura

RESIDUOS 12,8055 4 3,20138

TOTAL (CORREGIDO) 341,601 8
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El ANOVA muestra que tanto el polimero de recubrimiento entérico Eudragit
utilizado, asi como, la concentracion de levadura tienen un efecto significativo en

rendimiento del proceso de microencapsulacion al ser los valores —P < 0,05.

50

48

46

42

40

RENDIMIENTO
E
[T T T [T T T [T T T[T T T[T T T[T T71]
[ T T I T T A A I B B |

38

L-100 L-10055 §-100
Polimero

Figura 4. Gréafico de Medias del rendimiento del Proceso de Microencapsulacion de
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Intervalos de confianza HSD Tukey al 95
%.

En la Figura 4. Se observa que no existen diferencias significativas en el
rendimiento de microencapsulacion de S. boulardii al utilizar los polimeros Eudragit
S-100 y L-10055, sin embargo, el polimero mas idéneo por presentar los puntos mas

altos en el rendimiento es el L-100.

Rodriguez & Lo6pez (2016), realizaron una investigacion para evaluar la efectividad
de los polimeros Eudragit® en el secado de aspersion de diclofenaco de sodio en la
cual determinaron que el polimero que dio mayor rendimiento fue el L-100.
Cordova & Lopez (2016), realizaron una investigacion similar a la antes
mencionada, pero en este caso utilizaron como principio activo al secnidazol, donde
encontraron como polimero Eudragit® mas eficiente al L-100. De esta manera se

comprueba los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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4.1.3. Viabilidad de los microencapsulados de Saccharomyces cerevisiae var.

boulardii por difusién en Placa

Los polimeros Eudragit® han sido ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica debido a su capacidad para mantener las propiedades fisico-quimicas
del compuesto activo. Ademas permiten la conservacion éptima de microorganismos
(Gonzalez, Fernandez , Gmez, Nufiez, & Lafita, 2005). Esto se pudo comprobar
mediante el estudio de la viabilidad de S. boulardii luego de 60 dias de su

microencapsulacion, resultados que se reflejan en la Tabla 6.

Tabla 6. Viabilidad de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii por el

método de difusion en placa.

POLIMERO CONCENTRACION rcimL | UFC/g de
LEVADURA (%) microencapsulado

30 2,3E+09 2,1E+10

S-100 40 2,7E+09 2,4E+10
50 9,0E+08 8,1E+09

30 2,5E+09 2,3E+10

L-100 40 2,8E+09 2,5E+10
50 1,0E+09 9,0E+09

30 1,0E+09 9,0E+09

L-10055 40 1,3E+09 1,2E+10
50 5,0E+08 4,5E+09
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Se verifico que el microorganismo no murié durante el proceso, siendo 2,5 E+10
UFC/g la concentracion mas alta de levadura perteneciente al polimero Eudragit® L-
100 con una proporcion igual a 60:40 (polimero: levadura). A este resultado le
procede la concentracion 2,4 E+10 UFC/g perteneciente al polimero Eudragit® S-
100 con una proporcion igual a 60:40 (polimero: levadura). EI mejor resultado
obtenido de UFC/g de microencapsulado obtenido contrasta con el de Araujo &
Ruiz (2016), en cuya investigacion obtuvo una concentracion de microorganismos
probidticos igual a 6,5 E+09 UFC/g de microencapsulado bajo condiciones de

operacion similares.

Para que una composicion probidtica sea considera como tal es necesario que
contenga una cantidad igual o mayor a 1 E+09 UFC/g (Gonzélez, Pérez, & Lena ,
2015); bajo este punto de analisis se comprueba que los microencapsulados
obtenidos contienen una Optima concentracion de Saccharomyces cerevisiae var.

boulardii.

4.1.4. Andlisis Estadistico de la Viabilidad de los Microencapsulados de

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Para la seleccion del polimero mas eficiente en la microencapsulacion de
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, a parte del analisis estadistico del
rendimiento de microencapsulacion, fue necesario identificar si existe una relacion
directa entre el polimero utilizado y la concentracion de levadura en la viabilidad del

microorganismo, estos resultados se reflejan en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de Varianza de la viabilidad de los Microencapsulados de

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Suma de Cuadrado | Razdn-
Fuente Gl ) Valor-P
Cuadrados Medio F
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Polimero 1,9658E20 2 9,829E19 11,53 | 0,0218
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B:Concentracién de
2,89147E20 2 | 1,44573E20 | 16,96 | 0,0111
Levadura

RESIDUOS 3,40933E19 | 4 | 8,52333E18

TOTAL (CORREGIDO)| 5,1982E20 | 8

En la tabla de ANOVA, se observa que tanto el polimero Eudragit® utilizado como
la concentracion de la levadura tienen un efecto significativo en la viabilidad de los

microencapsulados, a un nivel de confianza del 95 %.

(X 1,E9)
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Figura 5. Grafico de Medias de la viabilidad de microencapsulados de
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Intervalos de confianza HSD Tukey al 95
%.

En la figura 5, se observa que no existen diferencias significativas entre los
polimeros Eudragit® L-100 y S-100, sin embargo, con respecto al polimero L-10055
si existen diferencias significativas. Con base a la viabilidad, para el proceso de
microencapsulacion de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii se podria elegir
entre el polimero L-100 y S-100, sin embargo, para corroborar con el analisis del

rendimiento se escogi6 al polimero L-100.

La concentracion de levadura 6ptima en todos los polimeros utilizados fue igual al
40 %. Suérez & Lopez (2019), en su investigacion para microencapsular el

probidtico Saccharomyces cerevisiae con el mismo proceso, determinaron que la
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concentracion de levadura mas eficiente fue igual al 40 %, lo cual concuerda con los

resultados obtenidos.

Gonzéalez, Taron & Mordn (2015), en su estudio formaron microcapsulas del
probidtico Lactobacillus casei por el método de gelacion idnica, a pesar de que
utilizaron otras matrices poliméricas determinaron que la concentracion Optima de
Lactobacillus fue igual al 40 %. Este resultado nuevamente concuerda con el
obtenido en la presente investigacion.

4.1.5. Formulacion de capsulas de Saccharomyces cerevisiae var.

boulardii.

Una vez determinado estadisticamente tanto el polimero de recubrimiento entérico
Eudragit, asi como, la concentracion de levadura mas eficientes se procedio a la
formulacién de capsulas duras y analizar si las mismas tienen la capacidad de liberar

a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii microencapsulada.

La prueba de desintegracion permitio conocer si las capsulas formuladas en presencia
de un medio liquido (fluido intestinal) tienen la capacidad de liberar al principio
activo, en este caso la levadura S. boulardii. Esta prueba se utiliza principalmente en
formulaciones que seran administradas oralmente y el tiempo maximo para su
liberacién es de 30 minutos (OMS, 1980). En la Tabla 7, se detallan los resultados

obtenidos en esta prueba.

Tabla 8. Tiempo de desintegracion de las céapsulas de S. boulardii

formuladas
Tiempo de desintegracion-
No. JURT
) Replicas Promedio
Corrida
(min)
1 13 14 13 13,50
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2 21 25 23 23,00
3 17 15 19 17,00
4 22 24 23 23,00
5 9 11 8 9,33

6 12 15 11 12,67
7 8 10 13 10,33
8 13 15 11 13,00

Mientras mas rapido se dé la liberacién del principio activo dentro del organismo
mayor eficiencia tendra la formulacion probi6tica. En base a esto, el menor tiempo
de desintegracidn se alcanza en la corrida 5, con un promedio igual a 9,33 min y la
cual contiene el 53 % del principio activo. Seguido a este resultado esta la corrida 7
con 10,33 min y con el mismo porcentaje de principio activo anterior. Después esta
la corrida 1, con 13,50 min y con el 78 % del principio activo. Con estos resultados
se comprobd lo descrito por la OMS (1980), ya que todas las formulaciones liberaron
la levadura antes de los 30 min establecidos. Es més recomendable el empleo de la

composicion 1 ya que permite contar con una mayor concentracion del ingrediente

activo.
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Figura 6. Relacién de la composicion de las formulaciones de S. boulardii y tiempo

de desintegracion.

En la Figura 6, se observa una relacion directa entre la composicion de las
formulaciones de levadura y el tiempo de desintegracion, es decir, a mayor
concentracion de levadura mayor tiempo de desintegracion.

Franco, Matiz & Indira (2012), realizaron una investigacion para comparar
distintas formulaciones de farmacos comerciales que tenian como principio activo
una sustancia quimica, en las pruebas de desintegracion determinaron que la
formulacion méas Optima se desintegr6 a 7,9 minutos y una concentracion del
principio activo igual al 65 %. Estos resultados concuerdan con los obtenidos con la
presente investigacion, ademas sefialan que mientras mas concentracion tenga el

principio activo mejor es el tiempo de desintegracion.

4.1.4. Analisis Estadistico de la Formulacién de capsulas de

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.
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Las concentraciones de los distintos componentes de las capsulas de Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii tienen una gran influencia en el tiempo de degradacion de
las mismas. Para comprobar esto, se realizé un analisis estadistico cuyos resultados

se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Andlisis de Varianza del Tiempo de Degradacion

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre 593,292 71 84756 25 75 0,0000
grupos
Intra 526667 |16 3,29167
grupos
Total
645058 |23
(Corr.)

A un nivel de confianza del 95 % existen diferencias significativas entre la
concentracion del ingrediente activo (Microencapsulado de Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii), desintegrante (Sodio almidén glicolato- Explotab),
anticompactante (Dioxido de silicio coloidal- Aerosil 200V) y el relleno o
coadyuvante de la fluidez (Maltodextrina microgranulada) en relacion con el tiempo

de degradacion.
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Figura 7. Tiempo de desintegracion de las capsulas de S. boulardii formuladas.

Nivel de confianza: 95%.

En la figura 5, se observa que la corrida experimental C1 presenta una ligera
diferencia significativa con respecto a C5 pero no con respecto a C7, siendo una
diferencia igual a 4 minutos, sin embargo, como el tiempo de desintegracion es
inferior a 30 min, es adecuado para la desintegracion de este tipo de forma

terminada.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1 Se microencapsulé la levadura Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
mediante secado por aspersion con polimeros de recubrimiento entérico
Eudragit® (L-100, L-100-55 y S-100), empleando una temperatura de entrada
de 120 °C y de salida de 70 °C, alcanzandose un rendimiento de 53,41 % con
el polimero Eudragit® L-100.

71 Se estudié el efecto de los polimeros de recubrimiento entérico Eudragit®
sobre la viabilidad de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
microencapsulada, encontrandose que la mejor viabilidad de 2,5 E+10 UFC/g
de microencapsulado se logré con el polimero L-100, empleando una relacion

60:40 (polimero: levadura).

7 Se determind el polimero de recubrimiento entérico més eficiente para la
microencapsulacion de  Saccharomyces cerevisiae var. Boulardii,
demostrandose con los analisis estadisticos que el mejor rendimiento de
microencapsulacion y viabilidad de la levadura se alcanzé con el Eudragit®

L-100 con una relacion 60:40 (polimero: levadura).

7 Se formul6 el microencapsulado en cépsulas duras utilizando como principio
activo el microencapsulado con el polimero L-100, con una composicion de
78 % de principio activo, 1 % de sodio almidon glicolato, 1 % de didxido de
silicio coloidal y 20 % de maltodextrina microgranulada, desintegrandose en
un tiempo de 13,50 min.
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5.2. Recomendaciones

7 Continuar con el estudio de viabilidad de los microencapsulados probi6ticos

utilizando curvas de crecimiento.

1 Realizar pruebas de disolucidn in vitro a los microencapsulados.

{1 Estudiar otros microorganismos probidticos.
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