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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un
modelo matematico que predice el crecimiento de
Lactobaciilus acidophilus micro encapsulado en un sistema
gelificante binario compuesto por goma gelana de alto y bajo
acilo. Las velocidades de crecimiento de L. acidophilus fue
extraida de datos experimentales llevado a cabo en el grupo
de investigacién en Biotecnologia, Alimentos y Educacion
(GIBAE) perteneciente a la Universidad de Cartagena —
Colombia. Los datos extraidos del crecimiento fueron usados
para desarrollar un modelo relacionando la velocidad de
crecimiento de L. acidophilus micro encapsulado. La ecuacién
de Ratkowsky fue utilizada para modelar los datos. Finalmente
la exactitud de los factores propuesto por Baranyiy col, (1999)

fue usado para analizar el desarrollo del modelo. Los datos
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experimentales para el crecimiento de L. acidophilus
mostraron una discrepancia con las predicciones cercanas al
7.2 % y un bias de 5.2 %. El modelo desarrollado puede ser
utilizado para determinar el efecto de las concentraciones
iniciales de la bacteria y la temperatura en los procesos de

optimizacion durante la elaboracion de alimentos funcionales.

Palabras clave: Factor de exactitud, Factor de sesgo,

Microencapsulacion
ABSTRACT

The aim of this study was to develop and validate the
mathematical model that predicts the growth of Lactobacillus
acidophilus microencapsulated In a acyl binary system based
on high and low acyl gellan gum. Growth rates of L. acidophilus
were extracted from experimental data carried out at the
Research Group on Biotechnology, Food and Education
(GIBAE) belonging to the University of Cartagena - Colombia.
Data extracted from the growth were used for development
model relating the growth rate of microencapsulated L.
acidophilus. The Ratkowsky equation was used to model the
data. Finally the accuracy of the factors proposed by Baranyi
et al, (1999) was used to analyze the development of the
model. Experimental data for the growth of L. acidophilus
showed a discrepancy with then predictions close to 7.2% and
5.2% for the bias. The developed model can be used to
determine the effect of initial concentrations of bacteria and
temperature optimization processes during the development of

functional foods.

Keywords: Bias factor; Accuracy factor, Microencapsulation.
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INTRODUCCION

La microencapsulacion es un proceso
mediante el cual ciertas sustancias
bioactivas son retenidas dentro de una matriz
0 sistema pared con el propésito de
protegerlos frente a condiciones ambientales
deletéreas (Shoji y col, 2013) impedir su
pérdida y liberarlos gradualmente bajo
condiciones controladas (Kailasapathy y
Masondole, 2005; Anal y col, 2006). Una
microcapsula consiste de una membrana
fuerte, delgada, semipermeable y esférica
que rodea un nucleo soélido o liquido con un
diametro que varia de unas micras a 1 mm

(Goncalves y col, 1992).

En un sentido amplio la encapsulacién puede
ser utilizada para mdltiples aplicaciones en la
industria  alimentaria, incluyendo  la
estabilizacién del material a encapsular, el
control de las reacciones de oxidacion,
adicionar sabores, colores y olores,
aumentando la vida util protegiendo algunos
componentes de importancia nutricional
(Gonzalez, 2011) de reacciones con otros
compuestos presentes en el alimento, o para
impedir que se presenten reacciones de

oxidacion debido a la luz o al oxigeno.

La microencapsulacion ha sido ampliamente
utilizada en la proteccion de bacterias
probidticas del Lactobacillus sp (Gonzalez y

col, 2014) y Lactococcus sp (Gonzalez y col,
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2013). Los lactobacilos son bacterias
probidticas que al situarse en el tracto
gastrointestinal pueden ejercer efectos
benéficos en la salud del huésped. Algunos
de estos efectos incluyen: control del
infecciones

colesterol, regulacion de

intestinales, mejora del sistema
inmunoldégico, utilizacion de lactosa y
disminucion de la actividad anticancerigena
(Zhuy col, 2011, Tripathiy Giri, 2014). Por lo
cual, resulta atractivo evaluar la respuesta
del crecimiento de bacterias probioticas
cuando son sometidas a un proceso de

microencapsulacion resultaria interesante.

En microbiologia predictiva, las respuestas
microbianas son medidas bajo condiciones
definidas y controladas; posteriormente los
resultados se resumen en forma de
ecuaciones matematicas, que por
interpolacion pueden predecir las respuestas
frente a nuevas condiciones intrinsecas y

extrinsecas (Ross y McMeekin, 1994).

Las investigaciones sobre microbiologia
predictiva se han enfocado principalmente
en el crecimiento de microorganismos
patdégenos (Castillejo-Rodriguez y col, 2002;
Mellefont y col, 2003; Dominguez vy
Schaffner, 2007) dejando de lado Ila
importancia de estudiar el crecimiento de

bacterias benéficas lo cual conllevaria a un
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mayor aprovechamiento de estas bacterias
en el disefio de nuevos productos
alimenticios. Hasta el momento no se han
llevado a cabo estudios que permitan inferior
como el la multiplicacion de las bacterias
benéficas dentro de matrices

microencapsulantes.

MATERIALES Y METODOS
Desarrollo del modelo

Los estudios de donde fueron extraidos los
pardmetros de crecimiento, corresponden a
investigaciones no publicadas propias del
grupo de investigacion en Biotecnologia,
Alimentos y Educacion (GIBAE) de la
Universidad de Cartagena (Colombia). Los
pardmetros de crecimiento fueron tomados
directamente de las curvas de crecimiento
(por superposicién de linea de regresion
sobre la fase exponencial de crecimiento,
calculando los valores de tiempo de
generacién (velocidad de crecimiento = Log
(2)*tiempo de generacién o de la velocidad
de crecimiento especifica (velocidad de
crecimiento = log (2) / In (2)*velocidad de
crecimiento especifica. Donde era necesario
aplicar un factor de correccién de Ln2/Log2
para reportar los tiempos de generacion
antes de ser convertidos a valores de

velocidad de crecimiento.
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Por lo mencionado anteriormente un modelo
gue permita predecir el comportamiento de
bacterias benéficas microencapsuladas
resulta ser de gran utilidad a su aplicacion
industrial en el desarrollo de alimentos

funcionales.

Los datos fueron modelados usandola
ecuacion de Ratkowsky (Ratkowsky y col,
1982) relacionando la raiz cuadrada de la
velocidad de crecimiento bacteriana (GR)
(por sus siglas en inglés) y la temperatura de

almacenamiento (T):

VVelocidadde crecimiento = b * (T — To)
(Ecu: 1)

Esta ecuacion ha mostrado ser adecuada
para el crecimiento Dbacteriano entre
temperaturas minimas y Optimas de
crecimiento (Pooni y Mead, 1984); por
consiguiente, solo velocidades de
crecimiento para temperaturas entre 5 y

25°C fueron modeladas.
Validacion del modelo

Para la micro encapsulacién se siguio la
metodologia propuesta por Gonzalez y col,
(2014). Las mediciones de las velocidades
de crecimiento de L. acidophilus para la

validacion de los datos fueron almacenadas
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en el laboratorio de microbiologia de
alimentos de la Universidad de Cartagena.
Las bacterias microencapsuladas fueron
almacenadas en tubos de vidrio a diferentes
temperaturas. Posteriormente, las muestras
fueron analizadas para cada punto de tiempo
utilizando microbiologia tradicional
realizando siembras en superficie utilizando
agar MRS (Merck) incubando las cajas de

Petri a 37°C durante 48 h.

Las curvas de crecimiento fueron obtenidas
para temperaturas 5, 10, 15, 20 y 25 °C. El
programa de computo DMFit (Institute of

Food Research, Norwich, UK) fue usado

RESULTADOS Y DISCUSION
Desarrollo del modelo

El factor de correccion Ln2/Log2 fue aplicado
a los datos obtenidos; ya que se observaron
desviaciones sistematicas en los datos
obtenidos, similares resultados fueron
reportados por Baranyi (comunicacion
personal), en la creacibn de ComBase
(http://www.combase.cc) donde un gran
namero de observaciones fueron extraidas y
comparadas de la literatura (Dominguez y
Schaffner, 2007). La ecuacién de Ratkowsky

fue utilizada para modelar los datos entre 5 —
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para modelar el crecimiento bacteriano de
las observaciones experimentales ajustando

los datos al modelo de Baranyi y col, (1993).
Evaluacién del modelo

Para la evaluacion del modelo se
determinaron los valores de factor de
exactitud (Af) y factor de sesgo (Bf)
propuestos por Baranyi y col, (1999) con el
fin de analizar el desarrollo del modelo. El
factor de sesgo mide la desviacion relativa de
los valores predichos y observados, y el
factor de exactitud es una medida de que tan
cerca estdn las predicciones de las

observaciones.

25°C (Fig. 1), las velocidades de crecimiento
de las bacterias microencapsuladas entre 5
y 25 °C fueron seleccionadas para
desarrollar el modelo. Las velocidades de
crecimiento superiores a 25 °C fueron
excluidas, ya que el modelo no esta disefiado
para velocidades de crecimiento a
temperaturas superiores a la Optima. El
ajuste de los datos a la ecuacién de
Ratkowsky (Eg. (1)) resulté en una linea
recta relacionando la raiz cuadrada de la
velocidad de crecimiento y la temperatura
(Fig. 1). Los errores estandar para el
intercepto y la variable X fueron 0.0245 y
0.0042 respectivamente. Como se puede

apreciar en la figura 1 existe una buena
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correlacion entre el modelo y las

observaciones usadas para generarlo (R%*=
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Figura 1. Ecuacibn de Ratkowsky
relacionando las velocidades de crecimiento

de Lactobacillus acidophilus
Validacion del modelo

Las velocidades de crecimiento de L.
acidophilus microencapsulado almacenadas
en el laboratorio en tubos de ensayo a
temperaturas entre 5 y 25 °C se presentan
en la tabla 1. Comparando los datos
experimentales (datos no mostrados) el
modelo tiende a predecir las velocidades de

crecimiento mas rapidamente.
Evaluaciéon del modelo

El factor de sesgo (Bf) y el factor de exactitud
(Af) propuestos por Baranyi y col, (1999)
fueron utilizados para evaluar el desarrollo

del modelo. El factor de exactitud dice que
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tan cerca estan las predicciones de las
observaciones y el factor de sesgo indica si
el modelo en promedio sobre o subpredice

los valores (Ross, 1996).

Tabla 1. Velocidades de crecimiento de L.
acidophilus micro encapsulado almacenado

a varias temperaturas

Temperatura | Velocidades de crecimiento
prediccidn | experimentales
5 0.0214 0.0234
0.0345
10 0.0943 0.0721
0.5432
15 0.1754 0.1230
0.2159
20 0.2341 0.2087
0.1789
25 0.3454 0.4507
0.4564

Los Bf y Af expresados como porcentajes de
discrepancia y bias (Tabla 2), muestran que
con respecto a los datos utilizados para
generar el modelo, la discrepancia, (7.2 %) y
bias (5.2 %) son los menores como era
esperado. Las predicciones del modelo
también mostraron poca discrepancia con
los datos experimentales almacenados para
Lactobacillus acidophilus (3.8 %). De
acuerdo a los porcentajes positivos de bias
para ambos juegos de observaciones
experimentales (5.2 para Lactobacillus
acidophilus microencapsulado), el modelo en
promedio predice rapidamente las
velocidades de crecimiento y puede ser

considerado seguro (Baranyi y col, 1999).
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Tabla 2. Evacuacion de las predicciones del
modelo contra los datos obtenidos
previamente  en el laboratorio vy
experimentales usando el % discrepancia y

% de bias.

Predicciones del % %
modelo discrepancia | Bias
Vs datos del 3.8 14
grupo
Vs L. acidophilus 7.2 5.2

microencapsulado

Los gréficos de observaciones vs.
predicciones pueden ser utilizados para
revelar desviaciones sistematicas que no
son mostradas por Af y Bf (Ross, 1996;
Baranyi y col, 1999). De hecho, se
presentaron mayores velocidades de
crecimiento experimentales a 15 y 25 °C
como puntos sobre la linea de equivalencia
(datos no mostrados). Considerando que la
ecuacion de Ratkowsky esta disefiada para
proporcionar predicciones exactas hasta la
temperatura 6ptima para el microorganismo
en estudio esta observacion no es
sorprendente. Aungue Lactobacillus sp tiene
una temperatura de crecimiento mayor a 25
°C en la presente investigacion no se
trabajaron temperaturas superiores debido a
que la mayoria de productos lacteos

fermentados se elaboran a temperaturas de
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refrigeracion. El modelo presente en este
estudio es una simple ecuacién lineal que
relaciona la velocidad de crecimiento con la
temperatura. La validacién tiene el proposito
de mostrar si los microorganismos se
comportaran como se predice en un
escenario. Sin embargo, como lo menciona
Pin y col, (1999) las predicciones originadas
de las observaciones en el laboratorio no
necesariamente son validadas en el medio

ambiente real.

En este estudio, se propone un modelo
sencillo para predecir el crecimiento de L.
acidophilus micro encapsulado. Datos
publicados previamente han sido
tradicionalmente para validar modelos
predictivos (Ross, 1996; Mellefont y col,
2003). Sin embargo, una de las ventajas de
la microbiologia predictiva de alimentos es
gue permite el uso de datos existentes
(Ross, 1999), lo que significativamente
reduce los costos de generacién de nuevos
datos. Este tipo de andlisis sisteméaticos y
criticos es referido continuamente con el
nombre de meta — andlisis y ha incrementado

en los ultimos afos.
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CONCLUSIONES

Fue posible desarrollar un modelo
matematico que describe el crecimiento de
Lactobacillus acidophilus microencapsulado
en un sistema microencapsulante binario a
temperaturas entre 5 y 25 °C utilizando
datos obtenidos en la experiencia del grupo
de investigacion GIBAE de la Universidad de
Cartagena y fue validado contra datos
experimentales de muestras del

microorganismo microencapsulado.
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