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Resumen

La presente investigacion propone una alternativa para reducir dos probleméticas actuales
como son la contaminacion ambiental y la caries dental. Esta propuesta es por medio del
desarrollo de un chicle biodegradable inhibidor del Streptococcus mutans involucrado en la
formacion de la caries dental.

El trabajo de investigacion inicia con una recopilacién bibliografica tanto de la
contaminacion ambiental como de la caries dental, abarcando sus causas, consecuencias y
algunas propuestas de control. Para el control de la caries dental se propone la inhibicién
del Streptococcus mutans a través de la accion metabdlica de lactobacilos; asimismo para el
caso de la contaminacion ambiental se propone la creacion de un chicle biodegradable
formulado a partir de la polimerizacion de proteinas de productos naturales como la zeina

del maiz.

Se realizaron 4 diferentes chicles a partir de la zeina del maiz, cada uno de ellos con
distintas formulaciones; cada formulacion se sometid a diversas pruebas, incluyendo la
prueba de capacidad de biodegradacion. Por otro lado, se evalu6 “in vitro” la capacidad de
inhibicion del Streptococcus mutans a traves de la accion metabdlica de 3 diferentes
lactobacilos.

Tras realizar algunos célculos, las formulaciones evaluadas mostraron ser capaces de
desaparecer en menos de 6 meses; a su vez los lactobacilos evaluados fueron capaces de
reducir considerablemente el crecimiento de Streptococcus mutans.

Por lo tanto se pudo concluir que es factible el desarrollo de un chicle biodegradable y
preventivo de la caries dental para su posterior industrializacion y/o comercializacion.



Introduccion

El chicle es un polimero masticable que sufre diversos cambios hasta obtener una estructura
gomosa de sabor agradable. Fue descubierto en la época prehispanica por los mayas
quienes se dieron cuenta que la resina de arbol se podia mascar, sin embargo, actualmente
la mayoria de los chicles que se encuentran en el mercado estan hechos a base de polimeros
sintéticos que causan contaminacion ya que tardan de 5 a 30 afios en degradarse. Ademas
los chicles y otros polimeros provienen del petroleo y este es un recurso no renovable que
se estima que desaparecerd en aproximadamente 50 afios, 1o que se convierte en una

problematica actual (Menéses y Corrales, 2001).

A mediados del siglo pasado, fracciones proteicas del maiz combinadas con plastificantes
como glicoles y amidas empezaron a usarse en la elaboracion de polimeros como peliculas
comestibles, peliculas fotograficas, microesferas (Shukla y Munir, 2001) o gomas de
mascar (Mc Gowan y Padua, 2005) debido a su gran capacidad de gelacion. Cuando existe
la accion de alguna enzima proteolitica con las fracciones proteicas del maiz, una
temperatura y un pH adecuado, ocurre una reaccion que permite obtener polimeros como el
chicle (Shukla y Munir, 2001).

La caries dental es otra problematica actual que se define como una enfermedad crénica e
infectocontagiosa que afecta al 90% de la poblacion mundial. La caries es causada por una
serie de factores interrelacionados entre si. Estos factores son: el tiempo, la dieta y los
microorganismos como el Streptococcus mutans, principalmente. Loesche la definié como
una de las infecciones mas caras que tienen que afrontar las personas a lo largo de su vida
(Loesche, 1986).

Ishihara realiz6 un estudio en donde concluy6 que bacterias acido lacticas son capaces de
inhibir al Streptococcus mutans, ayudando en la prevencion de la caries dental (Ishihara e
Hikoro, 1985).

Por esta razon, se propone que el chicle antes mencionado apoye a la prevencion de la
caries por medio de la inhibicion del Streptococcus mutans por acciéon de Lactobacillus
reuteri o Lactobacillus casei, estos lactobacilos tienen propiedades basicas que los hacen



apropiados para ser usados en la inhibicién del Streptococcus mutans, ya que no causan
enfermedad por si mismos, mantienen estabilidad genética durante mucho tiempo, poseen
caracteristicas fenotipicas que acttan sobre el crecimiento del Streptococcus mutans e
impide su colonizacién (Ishihara y Hikoro, 1985). .

Ademas el chicle, al ser formulado con una fraccion proteica del maiz, tiene caracteristicas
semejantes a las de los chicles convencionales y ofrece caracteristicas biodegradables, ya
que tarda aproximadamente 6 meses en degradarse.
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CAPITULD 1

ANEHECEEIBNENAEE S



1. Antecedentes

1.1. La contaminacion ambiental

La contaminacion ambiental es uno de los mas graves problemas que afecta a la
humanidad. Se produce cuando se incorporan en el ambiente, de manera artificial o natural,
elementos bioldgicos, quimicos o fisicos que lo alteran, perturbando el equilibrio ecolégico,
poniendo en peligro a la supervivencia de miles de especies y afectando de manera adversa
la salud humana (Rios y Pimentel, 2003).

Entre sus causas mas importantes, se encuentran la utilizacion de combustibles impuros, el
parque vehicular y la deficiencia en su mantenimiento, la intensidad energética en los
procesos industriales, la falta de reglamentos eficaces en materia de calidad del aire y la
presencia de materiales extrafios no biodegradables.

La contaminacion ambiental tiene grandes consecuencias que dafian la naturaleza de
manera drastica, muchas veces de forma irreversible. Algunas de sus consecuencias son:

Lluvia acida: Es toda aquella precipitacion que contiene acidos disueltos. Dafia
los bosques, cosechas, materiales de construccion y se relaciona con la pérdida

de la biodiversidad.

Efecto invernadero: Es el calentamiento de la atmdsfera debido a la excesiva
concentracion de gases. Una de sus principales consecuencias es el

calentamiento global de la tierra.

Destruccion de la capa de ozono: La destruccion de la capa de ozono permite el
aumento de radiacion UV vy afecta la biodiversidad, ya que la mayoria de
organismos son vulnerables a la exposicion de dichos rayos.

Smog fotoquimico: Se produce cuando las moléculas contaminantes son
alteradas por la radiacion solar, por lo que se vuelven muy reactivas. La

presencia de smog fotoquimico reduce la visibilidad y provoca irritacion en los
ojos (Rios y Pimentel, 2003).
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1.1.1. Polimeros sintéticos no biodegradables que producen
contaminacién ambiental

En la actualidad, existe un gran nimero de polimeros que produce contaminacion
ambiental. Esto es debido a su baja biodegrabilidad y por consiguiente su alta generacion
de residuos.

Los polimeros son macromoléculas de gran estabilidad estructural, es por esta razon que
son muy resistentes a las agresiones climaticas y ambientales (Meneses y Corrales, 2007).

Durante los ultimos afios, la industria de los polimeros ha tenido un crecimiento acelerado,
llegando a tener una produccion mayor que la industria del aluminio y del acero juntas
(Bower, 2002). En los afios sesenta, cuando los polimeros sintéticos salieron al mercado,
una de sus caracteristicas era su durabilidad; mas con el paso del tiempo, esta caracteristica
se fue convirtiendo en un problema, debido a que dichos polimeros podian tardar mas de
500 afios en degradarse (Ruiz et al, 2009).

Otro problema que presentan los polimeros es que la mayoria de ellos son derivados del
petréleo, dependen en su totalidad de este recurso no renovable que se estima que
desaparecera en 50 afios (Meneses y Corrales, 2007). A continuacion se muestran algunos
ejemplos de productos de consumo cotidiano elaborados a base de polimeros sintéticos y el
tiempo que cada uno tarda en degradarse (Rios y Pimentel, 2003):

Tabla 1. Productos elaborados con polimeros no biodegradables.

Producto de consumo Polimero con que esta Tiempo en que
cotidiano elaborado desaparece
Chicles Polivinilacetato 5 afos
Botellas Politereftalato. 100 afos
Juguetes Polivinilo 300 afios
Unicel Poliestireno 500 afios
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1.2. Degradacion

La degradacion corresponde a un proceso en donde la materia sufre cambios quimicos en su
estructura, los cuales a la vez producen una pérdida de sus propiedades. Estos cambios se
realizan debido a la accion de un agente de degradacion que puede ser temperatura, luz UV
0 microorganismos. Finalmente la materia que ha sido degradada provoca restos en el

medio ambiente.

Para que exista la degradacion de un material, debe haber 3 componentes fundamentales:
| |
Sustrato (sustancia quimica o materia organica)

Agente que efectle la degradacion

Ambiente de caracteristicas especificas (Castillo et al, 2005)

La siguiente tabla muestra los mecanismos de degradacion. Cada uno de los mecanismos
tiene diferentes agentes degradantes, efectos en la materia y restos en el medio (Castillo et
al, 2005).

Tabla 2. Mecanismos de degradacién de los materiales

Mecanismo de Agente Efecto en la materia Restos en el
degradacion degradante medio
Termodegradacion | Temperatura Pérdida de color y de Compuestos
propiedades fisicas fenolicos tras la

degradacion

Fotodegradacion Luz UV Cambios en las Oxidos de Zn, Fe,
propiedades fisicas Mg de los aditivos
Degradacion Todosalavez Toxicidad en el medio Compuestos
quimica no controlable quimicos de

toxicidad variable

Biodegradacion Hongos, algas  CO2 + HyO + Humus Residuo
y bacterias asimilable por
plantas
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1.2.1 Biodegradacion

La biodegradacion el resultado de asimilizacién, metabolizacion y digestion de un
compuesto orgénico llevado a cabo por bacterias, hongos y otros organismos.

Puede llevarse a cabo en presencia o en ausencia de oxigeno. La primera es mas completa
debido a que libera energia, didéxido de carbono y agua. Los procesos anaerdbicos son
oxidaciones incompletas y liberan menor energia.

Los agentes degradantes que participan en la biodegradacion, es decir, los hongos, bacterias
y algas que degradan la materia a fragmentos mas pequefios y de menor peso molecular,
requieren de ciertos factores para metabolizar sustratos: humedad, oxigeno, pH,
temperatura adecuada. Finalmente son las enzimas las ejecutoras de la degradacion
(Castillo et al, 2005).

1.3. La caries dental

La palabra caries proviene del latin y significa degradacién. Es sencillamente la
degradacion o ruptura de los dientes (Silverstone et al, 1985). Segun la OMS es “aquella
lesion patoldgica que reblandece los tejidos duros del diente y que llega a formar una
cavidad en estos tejidos” (Huerta, 1975). Loesche la definié como una de las infecciones
mas caras que tienen que afrontar las personas a lo largo de su vida (Loesche, 1986). Joklik,
a su vez, la describié como una enfermedad crénica infectocontagiosa que afecta al 90% de
la poblacion (Joklik et al, 1987).

La cavidad ocasionada por la caries dental comienza en la superficie del esmalte, llegando a
la segunda capa del diente llamada dentina y en procesos muy profundos afectando la pulpa
o parte vital, formada por un tejido conectivo donde se encuentra el nervio (Silverstone et
al, 1985).
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- Dentina

Pulpa

Figura 1. Cavidad ocasionada por la caries

A menos que se reciba un tratamiento satisfactorio, el diente afectado puede perderse y
posteriormente conducir a un deterioro estético y alteraciones del habla y de la funcion
masticatoria. Estas consecuencias influyen en la calidad de vida del individuo y por lo tanto
dicha enfermedad no debe subestimarse (Silverstone et al, 1985).

1.3.1. Etiologia de la caries dental

La caries es una enfermedad multifactorial que ocurre Unicamente cuando existen tres
factores a la vez:

n
Factores de substrato o de la dieta consumida, principalmente carbohidratos.

Factores propios del huésped representado por los dientes.

Factor microbiano, principalmente el Streptococcus mutans.

Estos tres factores son los factores primarios que inciden en la produccién de la caries
dental y representan la cléasica “Triada de Keyes”, a la que posteriormente se le agregd un

factor més que es el tiempo, estableciendo asi la “Triada de Keyes modificada” (Joklik et
al, 1987).
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Bacterias

Tiempo i Huésped

Figura 2. Triada de Keyes modificada

Para que se desarrolle la caries dental estos factores no solo deben estar presentes, sino que
también deben interactuar en condiciones optimas (Joklik et al, 1987).

1.3.2. La placa dental bucobacteriana

La placa dental bucobacteriana se define como una masa blanda, tenaz y adherente de
colonias bacterianas que se coleccionan sobre la superficie de los dientes y otras superficies
bucales.

La OMS la define como “Una entidad bacteriana proliferante, enzimaticamente activa, que
se adhiere firmemente a la superficie dentaria y que por su actividad bioquimicamente
metabdlica ha sido propuesta como el agente etiolégico principal en el desarrollo de la

caries”

Las bacterias que la forman, desarrollan unas sustancias llamadas adheninas que se
encargan de unirse a receptores glucosidicos que se encuentran en una pelicula que se
forma en el esmalte del diente minutos después de tener higiene bucal (Poyato et al, 2001).
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La pelicula adquirida es una delgada cuticula de aproximadamente 10 um de espesor que
recubre todas las superficies dentarias expuestas al medio bucal.

La composicion de esta pelicula consiste en proteinas presentes en la saliva como son
amilasa, lizosima, albumina y ademas la enzima bacteriana glucosiltransferasa, que juega
un papel importante en la aparicion de la caries dental (Poyato et al, 2001).

Los principales microorganismos que componen la placa dental bucobacteriana son los del
grupo de los Streptococcus viridans, al cual pertenece el Streptococcus mutans, principal
responsable de la caries (Silverstone et al, 1985).

1.3.2.1 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una especie bacteriana cocacea, gram positiva, catalasa negativa y
microareofilica que se presenta en pares o cadenas cortas. Su didmetro va de 0.5 a 1 pm
(Joklik et al, 1987).

El nombre mutans se le dio debido a que el microorganismo cambia de manera
caracteristica de un coco a un baston, bajo ciertas condiciones de cultivo, como por ejemplo
un pH bajo.

Streptococcus mutans es capaz de fermentar una amplia variedad de sustratos de
carbohidratos produciendo un pH terminal de 4.2 a 4.6 (Silverstone et al, 1985). Por esta
razén se considera de importancia particular en la etiologia de la caries dental.
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La clasificacion del Streptococcus mutans se encuentra en la siguiente tabla (Konemann,
1999):

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Streptococcus mutans

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Streptococcus
Especie Streptococcus viridans
Grupo Streptococcus mutans
Serotipo Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus
cricetus, Streptococcus ratus, Streptococcus fenus, Streptococcus
macacae

1.3.2.1.1. Nutricién y condiciones del crecimiento del
Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es una especie exigente en sus requerimientos nutricionales, por lo
que para poder desarrollarse “in vitro”, el medio de cultivo debe ser rico en proteinas y

azucares.

Los medios més usados en el cultivo de Streptococcus mutans son los siguientes (Medina et
al, 2005):

Muitis Salivarius

Infusion Cerebro Corazdn

Tripticasa Soya con extracto de Levadura y Sacarosa

Todd Hewitt
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El primer medio es un medio selectivo. Debido a la presencia de colorantes, permite
distinguir facilmente las colonias ya que estas crecen con un color azul; si se afiade
bacitracina a la formulacion puede haber inhibicion de otros microorganismos. Los otros
medios son usados para purificacion del microorganismo.

La incubacion del Streptococcus mutans debe ser a una temperatura de 37°C durante un
tiempo de 48 horas, con un pH aproximado de 7.4. Preferentemente debe existir

anaerobiosis y presencia de CO» (Bojanich et al, 2003).

1.3.2.1.2 Identificacion del Streptococcus mutans

Las colonias de Streptococcus mutans se identifican en base a la siguiente bateria de
pruebas bioquimicas: gram, catalasa, rojo de metilo, Vogues Proskauer, fermentacion de
manitol, sorbitol, rafinosa y arabinosa (Sanchez y Acosta, 2004).

1.3.2.1.3 EI Streptococcus mutans y su papel en la
formacion de la caries

Durante la formacion de la caries, Streptococcus mutans actlia como agente etiologico de la
siguiente manera:

Se adhiere el microorganismo a la pelicula formada debido a las proteinas de la
saliva debido a las adheninas que este produce.

En presencia de sacarosa, Streptococcus mutans separa el disacarido en sus dos
monosacaridos: glucosa y fructosa, debido una a hidrélisis por accion de la

dextrasacarosa celular.

S}reptococcus mutans, realiza la via glucolitica para la degradacion de la
glucosa.

El piruvato obtenido en la via glucolitica se reduce a acido lactico debido a una
fermentacion homolactica por accion de la enzima lactica deshidrogenasa
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El &cido lactico producido reduce el pH de la cavidad bucal hasta 5.4 y por este
descenso se debilita la membrana del esmalte.

La glucosa se sintetiza por medio de la enzima glucosiltransferasa contenida en
la pelicula formada debido a la saliva y se producen dextranos que provocan

aun mas adherencia que las adheninas (Poyato et al, 2001)

1.3.3. Formas de prevenir la caries

La caries es una enfermedad que puede prevenirse de forma absoluta, por medios
relativamente simples. Pueden hacerse intentos para prevenir la caries, controlando
cualquiera de los factores que interacttan en la formacion de la misma:

n
Control de factores del substrato
Control de factores propios del huésped

Control del factor microbiano (Silverstone et al, 1985).

Harris y Garcia propusieron cuatro estrategias generales para prevenir la caries:
1. Estrategia mecanica
2. Disciplina con el azucar
3. Uso de selladores de cavidades y fisuras

4. Control quimico de la placa (Harris y Garcia, 2005).

Estas cuatro estrategias generales engloban el control de cada uno de los tres factores
etiolégicos.

Las estrategias anteriores pueden complementarse con dos requerimientos administrativos
también propuestos por Harris y Garcia:

1. Educacion y promocion de la salud.

2. Establecer acceso a centros dentales en donde se presten los servicios de
diagnostico, restaurativos y preventivos (Harris y Garcia, 2005).
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1.3.3.1 Estrategia mecanica

La placa dental bucobacteriana y los restos de alimentos deben ser retirados diariamente
por métodos mecanicos como el cepillado y el uso de hilo dental.

Un especialista también puede retirar la placa dental mediante un método mecénico como
parte de una profilaxis oral; sin embargo resulta mas eficaz el retiro cotidiano de la misma
(Harris y Garcia, 2005).

Es importante que el cepillado dental se lleve a cabo diariamente, por lo menos dos veces al
dia. De no ser asi, el diente quedara mas susceptible a la caries dental debido a que los
residuos no retirados serviran de substrato para los microorganismos orales (Poyato et al,
2001).

1.3.3.2. Disciplina con el azucar

Los azUcares son considerados como el factor alimentario mas importante en la aparicion
de la caries dental debido a que a partir del metabolismo de la sacarosa el Streptococcus
mutans produce &cido lactico, el cual desciende el pH del diente y por ende ocasiona una
debilitacién del esmalte (Joklik et al, 1987).

Una reduccion de carbohidratos en la dieta, disminuiria la aparicién de caries, debido a que
los microorganismos tendrian menor cantidad de substrato y por ende el pH no descenderia
tanto como para debilitar el esmalte.

Asimismo, la sacarosa puede ser sustituida por edulcorantes no cariogénicos (Harris y
Garcia, 2005) como la sucralosa, la sacarina, el aspartame (Badui, 2006) o la stevia (De
Paula et al, 2003).
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1.3.3.3. Selladores de cavidades y fisuras

La disponibilidad de selladores ofrece posibilidades de restauracion. Con la utilizacion de
una capa delgada de un plastico las cavidades dentales se aislan de una manera eficaz
respecto al ambiente oral.

Durante el tiempo de permanencia de los selladores, ninguna bacteria puede afectar las
superficies selladas (Harris y Garcia, 2005).

1.3.3.4. Control quimico de la placa

El control quimico de la placa engloba:

El uso de fluoruros para inhibir la desmineralizacion y promover la

remineralizacion
| ]

El uso de agentes antimicrobianos para suprimir las bacterias cariogénicas

El flaor al ser aplicado en los dientes aumenta la resistencia del esmalte y favorece la
remineralizacion. El ion fluoruro junto con el calcio contenido en los dientes forma fluoruro
de calcio y esto hace que el esmalte sea mas fuerte. El flior a su vez aumenta el pH del
diente ya que después de la fermentacion de los azlcares, este es sumamente acido. Al ser
el pH mayor, se previene la desmineralizacion del diente (Poyato et al, 2001).

Existen agentes antimicrobianos como la clorhexidina que elimina de manera severa al

Streptococcus mutans (Harris y Garcia, 2005), sin embargo también se puede optar por
otras formas de inhibicion como la inhibicién del Streptococcus mutans por medio de

Lactobacillus spp (Caglar et al, 2007)
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Inhibicion de Streptococcus mutans por medio de
Lactobacillus spp

Para el caso especifico del Streptococcus mutans, existen estudios que concluyen que los
microorganismos que tienen las propiedades basicas requeridas para inhibirlo son las
bacterias acido lacticas puesto que producen &cidos organicos y otros metabolitos como
peréxido de hidrogeno, compuestos aromaticos, derivados deshidratados del glicerol o
reuterina, enzimas bacterioliticas, y bacteriocinas (Ishihara e Hikoro, 1985; Nikawa et al,
2004; Caglar et al, 2007 y Caglar et al, 2006).

Las bacterias acido lacticas poseen la capacidad de inhibir al Streptococcus mutans debido
a que cuentan con las siguientes caracteristicas:

n
No causan enfermedad por si mismas.

Mantienen estabilidad genética durante mucho tiempo.

Poseen caracteristicas fenotipicas que actuan sobre el crecimiento del
Streptococcus mutans (Hillman y Socransky, 2000).

Ademas los lactobacilos poseen un mayor potencial de colonizacion que el Streptococcus
mutans: Un estudio realizado por Martinez y Rodriguez concluyd que por cada inoculacion
de Streptococcus mutans crece un promedio de 15 cepas (Martinez y Rodriguez, 2009),
mientras que Cabezas Alarcon concluy6 en su investigacion que por cada inoculacion de

Lactobacillus spp crecen alrededor de 120 cepas (Cabezas, 2009).
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En la tabla siguiente se muestran algunos articulos que concluyen que los lactobacilos son

capaces de inhibir al Streptococcus mutans.

Tabla 4. Articulos que concluyen las propiedades inhibitorias de Lactobacillus spp sobre Streptococcus mutans

Autor/Afo Titulo Grupo Resultados
Ishihara e “Growth Inhibition of Lactobacillus Los extractos de células de
Hikoro, 1985 [Streptococcus mutans by casei las bacterias acido lacticas
Cellular Extracts of tienen efectos inhibitorios
Human Intestinal Lactica en el crecimiento de
Acid Bacteria” Streptococcus mutans
Nikawa et al, [‘Lactobacillus reuteri in Lactobacillus  Lactobacillus reuteri inhibio
2004 bovine milk fermented reuteri en un 90% al Streptococcus
decreases the oral mutans
carriage of mutans
streptococci”
Caglar et al, | “Effect of chewing gums Lactobacillus Después de tres semanas de
2007 containing xilitol or reuteri ingerir bacterias probidticas
probiotic bacteria on o xilitol en gomas de
salivary mutans mascar, se pueden reducir
streptococci and los niveles de Streptococcus
lactobacilli” mutans
Caglar et al, “Salivary mutans Lactobacillus Hubo una significante
2006 streptococci and reuteri reduccion de Streptococcus

lactobacilli levels after
ingestion of the probiotic
bacterium Lactobacillus
reuteri ATCC 55730 by

straws or tablets”

mutans salivarius después
de tres semanas de ingerir

las tabletas




1.3.3.4.1.1. Lactobacilos

Los lactobacilos son bacterias gram positivas, catalasa negativa y microaerofilicas. Sus
cepas son en forma de bacilos cortos que se presentan en cadenas y tienen poca motilidad.
Las colonias son pequefias de aproximadamente 2 a 5 pm, también son convexas, suaves,
con margenes enteros, opacas Yy sin pigmentos (Bergey et al, 2001).

La mayoria de cepas de lactobacilos son aerotolerantes, su crecimiento éptimo se alcanza
bajo condiciones microareofilicas o anaerobicas y se sabe que un incremento en la

concentracion de CO» puede estimular el crecimiento.

La mayoria de los lactobacilos son mesdfilos, crecen a una temperatura de 30°C a 40°C,
aunque su rango oscila entre 5°C a 53°C (Marin et al, 1993).

La clasificacion de los lactobacilos se encuentra contenida en la siguiente tabla (Bergey et
al, 2001):

Tabla 5. Clasificacion taxondmica de Lactobacillus spp

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactobacillus
Grupo Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei
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Los lactobacilos requieren carbohidratos, aminoacidos, vitaminas y nucleétidos, por lo
tanto el medio Rogosa es el méas utilizado para la purificacion de los mismos (Ishihara e
Hikoro, 1985).

El pH 6ptimo para el crecimiento de los lactobacilos va de 5.5 a 6.2, su crecimiento se logra
mejor en condiciones anaerobicas y en presencia de CO», a una temperatura de 37°C
durante 48 horas (Bergey et al, 2001).

Las pruebas bioquimicas usadas para su identificacion son gram, catalasa, fermentacion de
manitol, rafinosa y arginina (Mac Faddin, 2003).

1.4.  Microencapsulacion

La microencapsulacion se ha fundamentado en la incorporacién de una matriz polimérica,
la cual forma un ambiente capaz de controlar la interaccion de los materiales encapsulados
con factores como el calor y la humedad, permitiendo mantener su estabilidad (Borgogna et
al, 2010).

Una microcapsula se define como una membrana esférica, semipermeable, delgada y fuerte
que rodea un nucleo sélido o liquido, la microcapsula tiene un didmetro que varia de pocos
micrones a 1000 um. El ndcleo que compone la microcapsula es denominado fase interna o
principio activo y a la membrana se le puede nombrar fase externa o matriz (Saez et al,
2007).

Los hidrocoloides han sido usados como matriz debido a su facil manipulacién y su
facilidad para absorber agua. Los alginatos son hidrocoloides que poseen tanto las
caracteristicas anteriores como propiedades gelificantes y estabilizantes

El proceso de gelificacion ocurre en presencia de cationes multivalentes donde el ion calcio
es el mas utilizado en la industria alimentara. La gelificacion se produce mediante la union
fisica de dos moléculas de alginato a traves del ion calcio (Villena et al, 2009).

27



El alginato es descrito como un polisacarido lineal polidnico e hidrofilico que proviene de
algas marinas. Entre las sales de alginato mas usadas en la industria alimentaria se han
encontrado las sales de sodio debido a su alta solubilidad en agua fria y su caracteristica
transicion sol-gel de forma instantanea e irreversible ante el ion calcio (Funami et al, 2009).

Algunas de las aplicaciones de la microencapsulacion dentro de la industria alimentaria son
la adicion de vitaminas, minerales, microorganismos, acidos grasos, probidticos, proteinas,
aminoacidos, fibras y enzimas (Villena et al, 2009).

1.5. Stevia rebaudiana

La Stevia rebaudiana es un pequefio arbusto nativo del norte de Paraguay y de las zonas
cercanas a Brasil. Fue descubierto en 1887 por Anthony Bertony. Las hojas de dicha planta
han sido utilizadas por la tribu de los Guarani para endulzar alimentos (Martinez, 2002).

El sabor dulce que contienen sus hojas se debe al contenido de glicosidos, de los cuales el
estevidsido se halla en mayor proporcion. El estevidsido es un glicdsido pequefio cuya

formula es C1gHgo01g. Este estevidsido tiene un poder edulcorante 200 veces mayor que el

del azucar, mientras las hojas en su forma natural son de 10 a 15 veces méas dulces que él.
Adémas del estevidsido, la hoja contiene cuatro glicésidos dulces presentes en menor
porcentaje; a estos glicosidos se les conoce como rebaudidsidos (Soto y Del Val, 2002).

Estos compuestos no son metabolizados por el organismo, por lo tanto la stevia no aporta
calorias y es una alternativa saludable para sustituir la sacarosa en la dieta (Borda et al,
2009).

Ademas la investigacidn ha demostrado que estabiliza la presion arterial, no provoca cancer
y esta aprobada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria como edulcorante
natural (De Paula et al, 2003).
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1.5.1. Actividad inhibitoria de la stevia rebaudiana sobre el
Streptococcus mutans

Algunos estudios han demostrado que la stevia también posee un potencial anticariogénico
y este la hace ideal como componente de enjuague bucal y pasta dental.

Vitery concluy6 que el extracto de stevia disuelto en agua con una concentracion minima
de 400 mg/ml produce un efecto inhibitorio para el Streptococcus mutans, después de 48
horas (Vitery et al, 2010).

1.6. El chicle tradicional

El chicle es un polimero sintético o natural masticable el cual sufre diversos cambios hasta
obtener una estructura gomosa de sabor agradable. Fue descubierto en la época
prehispanica por los mayas, quienes se dieron cuenta que la resina de arbol se podia mascar
(Chanfon et al, 2005).

Afos mas tarde, el empresario Thomas Adams vio al general Antonio Lépez de Santa Anna
mascando la resina y Unicamente afiadiéndole colorante y saborizante comenzd a
comercializarla. Para el afio 1867, el mismo Thomas Adams instal6 en los Estados Unidos
la primera fabrica de chicles (Chanfon et al, 2005).

La industria del chicle creci6 durante las guerras mundiales debido a que este era
considerado un calmante y por esa razon se les daba a los soldados.

Durante el gobierno de L&zaro Cardenas se organizaron cooperativas que hasta la fecha
existen en Meéxico (Chanfon et al, 2005).

Hoy en dia la mayoria de los chicles tradicionales estan elaborados por polimeros sintéticos
altamente contaminantes que tardan de 5 a 30 afios en desaparecer. Ademas los chicles y
otros polimeros provienen del petrdleo y este es un recurso no renovable que se estima que
desaparecera en aproximadamente 50 afios (Menéses y Corrales, 2001).

29



1.6.1. Formulacion del chicle tradicional

El chicle tradicional esta hecho a partir de 5 ingredientes basicos: goma base, saborizantes,
conservadores, colorantes y estabilizantes (Asociacion Internacional de la Goma de mascar,
2007).

La composicion porcentual aproximada de un chicle tradicional se muestra en la siguiente
tabla (Jackson, 1996):

Tabla 6. Ingredientes basicos del chicle tradicional

Azlcares 77.9%
Goma base 18%
Saborizante 1.2%

Estabilizantes 2%

Colorantes 0.8%

Conservadores 0.1%

Goma base: La goma base se define como la sustancia 0 mezcla de sustancias
de origen natural o sintéetico, coaguladas o concentradas, adicionadas de un

ablandador o plastificante, antioxidante y en su caso de un controlador de
polimerizacion considerado como el ingrediente principal de la mezcla. Es una
combinacion de polimeros de grado alimenticio, ceras y estabilizantes que dan
al chicle la textura deseada. (Asociacion Internacional de la Goma de mascar,
2007).

Las gomas base se dividen en naturales y sintéticas. Las naturales estan hechas
a base de resina de arboles como nispero, perillo y pino; mientras que las
sintéticas estan hechas a base de derivados de petroleo como el polivinilacetato.
En la actualidad la mayoria de las gomas base son sintéticas y causan severos

dafos al medio ambiente (Edwards, 2000).
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Los componentes principales de las gomas bases son sustancias sintéticas
masticables o resina, plastificantes, emulsificantes o suavizantes, coadyuvantes
insolubles en agua y antioxidantes (Cadbury-Adams, 2003).

En la siguiente tabla se muestra la composicion porcentual aproximada de una
goma base (YSA mexicana):

Tabla 7. Composicién porcentual aproximada de una goma base

Sustancias sintéticas masticables o
resina 40 - 50%
Emulsificante 15-30 %
Plastificante 5-10%
Coadyuvante 3-10%
Antioxidante 3-5%

Saborizantes: Los saborizantes no solo dan sabor a la goma de mascar, sino que
también sirven como estabilizantes y tienen efecto en la textura del chicle ya

que funcionan también como plastificantes. Los saborizantes regularmente
estan compuestos de aceites y estos mismos resultan los mejores plastificantes
dentro de la goma de mascar. El saborizante siempre se encuentra en menor
porcentaje que el aztcar y que la goma base.

Conservadores: Los conservadores usados en el chicle generalmente son los
acidos organicos. Ademas de ser conservadores, los acidos organicos mejoran
el sabor de la goma.

Colorante: La adicion de colorantes tiene un papel importante en la percepcion
del sabor y del olor. La mayoria de las gomas si se fabrican sin color tendrian

un matiz amarillo o naranja. Para que un colorante pueda ser usado en
confiteria debe ser estable al calor, a la luz y a los azlcares reductores y debe
ser soluble en agua.

Estabilizantes: Los estabilizantes sirven para mantener la suavidad del chicle.
Su funcidén es mantener la humedad del mismo a pesar de que el medio
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ambiente sea seco. Los estabilizantes mas usados son la glicerina y el sorbitol.
La composicion de estabilizante en los chicles comunes es de 0.3 a 0.5%
(Edwards, 2000).

1.6.2. Proceso de elaboracién del chicle tradicional

El proceso de elaboracién de un chicle tradicional es basicamente el siguiente:

1. La goma base es fundida a una temperatura proxima a los 115°C. hasta obtener
un fluido con comportamiento viscoelastico, el cual se debe de mantener en su
punto de ablandamiento o flexion.

2. La goma fundida es mezclada con los demas ingredientes. La temperatura debe
mantenerse arriba de los 80°C, de lo contrario podria ocasionarse una
degradacién de sabor.

3. La mezcla es enfriada hasta llegar a una temperatura minima de 4°C con el fin
de que el chicle tradicional alcance la firmeza optima.

4. La mezcla es llevada al extrusor y posteriormente es cortada en porciones
individuales. Esta operacion determina la textura y elasticidad del chicle.

5. Finalmente la goma es laminada, es decir, pasa a través de un par de rodillos
que se encargan de dar la forma deseada al chicle tradicional (Cadbury- Adams,
2003).
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1.7. El chicle biodegradable

Un chicle biodegradable y no contaminante, puede formarse a partir de la zeina del maiz.
La zeina es la proteina mas abundante en el maiz, pertenece al grupo de las prolaminas.
Comprende alrededor del 50% de la proteina total de este (Shukla y Munir, 2000).

A mediados del siglo pasado, la zeina, combinada con plastificantes como glicoles y
amidas empez6 a usarse en la elaboracion de polimeros como peliculas comestibles,
peliculas fotograficas, microesferas (Shukla y Munir, 2001) o gomas de mascar (Mc Gowan
y Padua, 2005) debido a su gran capacidad de gelacion.

Cuando existe la accion de alguna enzima proteolitica con la zeina de maiz y en presencia
de un plastificante, a una temperatura y pH adecuados, ocurre una reaccion que permite
obtener polimeros como el chicle (Shukla'y Munir, 2001).

1.7.1. Zeina

La zeina es la principal proteina dentro de la composicion del maiz. Se encuentra
generalmente a una distancia de 1um entre el endosperma y el citoplasma de grano de 5 a
35 um y se extrae usando alcohol etilico (Duvick, 1961).

Pericarpio

Aleurona ___f

1

Figura 3. Partes de la semilla del maiz
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La zeina es rica en &cido glutamico, leucina, prolina y alanina; pero es deficiente en dos
amino&cidos principales que son la lisina y el triptéfano (Shukla y Munir, 2000).

En la siguiente tabla se muestra la composicién en aminoacidos de la proteina mas
abundante del maiz:

Tabla 8. Composicion porcentual de aminoacidos de la zeina del maiz

Clase Aminoacido (Mosse y (Pomes, 1971)
Laundri, 1980)

No polares Glicina 0 0.7
Alanina 10.52 8.3

Valina 3.98 3.1
Leucina 21.1 19.3

Isoleucina 5 6.2

Fenilanina 7.3 6.8

Triptéfano 0.16

Prolina 10.53 9

-OH Serina 7.05 8.7
Tirosina 3.45 2.7

Tripsina 5.25 51

-S Metionina 241 2
Cisteina 0.83 0.8

Béasicos Lisina
Arginina 4.71 1.8

Histidina 1.32 1.1

Acidos Acido aspartico 461
Acido glutamico 26.9 21.4
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Las caracteristicas fisicoquimicas de la zeina son las siguientes (Lawton, 2002):

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas de la zeina

190°
Temperatura de desnaturalizacion C
Punto isoeléctrico 6.2
Constante dieléctrica 5

Su alto contenido en algunos aminoacidos y su deficiencia en otros, provocan su
insolubilidad en agua pero su solubilidad en alcohol (Lawton, 2002). Sin embargo, la
solubilidad de la zeina puede verse modificada ante la presencia de enzimas (Shukla y
Munir, 2001).

Otra caracteristica de la zeina es su nivel de capacidad de gelacion. La velocidad de
gelacion de la zeina depende de otras condiciones como la temperatura, pH y factores
mecanicos que ayudan a la desnaturalizacion de la misma. La gelacion puede ser un
resultado de una desnaturalizacion de la zeina (Lawton, 2002)

1.7.2. Papaina

La papaina es una enzima similar a la pepsina humana; se extrae de la papaya y es una de
las enzimas protedliticas mas importantes de origen vegetal por ser comercial y barata. Esta
enzima se caracteriza por actuar en baja dosis y tener poca especifidad; hidroliza proteinas
y péptidos actuando preferentemente sobre aminoacidos basicos (Badui, 2006).

La papaina es activada por cisteina, tiosulfato y glutation, es inhibida por iones metalicos,
oxidantes y acido ascorbico (Robles, 2001). Esta enzima es capaz de agilizar
cicatrizaciones de Ulceras, mejora el ritmo cardiaco, digiere proteinas muertas y disminuye
infecciones gastrointestinales y de las vias respiratorias (Udod et al, 1983). Otros estudios
han demostrado que la papaina reduce el crecimiento del Streptococcus mutans (Castro,
2003).
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1.7.2.1. Efectos antimicrobianos de la papaina

La papaina ha demostrado propiedades antimicrobianas sobre diferentes bacterias, ya sea
gram positivas o gram negativas.

Doughari evaluo la capacidad inhibitoria de la papaina sobre bacterias como Streptococcus
pyogens, Bacillus cereus y Proteus mirabillis, entre otras. En este estudio Doughari
concluyd que efectivamente la papaina tiene un gran rango de efectos antibacteriales
(Doughari, 2007).

A su vez, Castro evaluo la capacidad antibacteriana de la papaina sobre el Streptococcus
mutans, concluyd que la enzima proteolitica es capaz de reducir mas no inhibir al
microorganismo. La reduccion del Streptococcus mutans se dio a partir de una
concentracion del 1% de papaina (Castro, 2001). Sin embargo, Ferreira asegura que con
una concentracion del 0.4% se logra la inhibicion completa del Streptococcus mutans
(Ferreira et al, 1999).

1.7.3. Formulacion del chicle biodegradable

Los componentes principales del chicle biodegradable elaborado a base de proteina del
maiz son los siguientes: zeina, papaina, un plastificante ya sea algun polialcohol como el
propilenglicol, un glicol como la glicerina o el glicerol, o una grasa como el cido oleico,
algun potenciador de sabor, un aceite, algun acido organico, colageno hidrolizado, al menos
un edulcorante, un saborizante y un colorante.

En la siguiente tabla se muestra la funcionalidad de cada uno de los ingredientes dentro de
la formulacién y elaboracion del chicle biodegradable (Liu, 2005):

36



Tabla 10. Funcionalidad de cada ingrediente en la elaboracién del chicle biodegradable

Zeina

Participa de manera directa en la reaccion de polimerizacion

Plastificante

Optimiza la elasticidad
Actua por separado, es decir, no actla con otro plastificante

Enzima proteolitica

Mejora la suavidad y la masticabilidad de la goma
Incrementa la solubilidad de la zeina.

Potenciador de sabor

Abre los enlaces para que exista una mejor aceptacion de

edulcorantes y glucosa.

Aceite parcialmente

hidrogenado

Disminuye la dureza
Aumenta la adhesion

Disminuye la flexibilidad

Colageno hidrolizado

Disminuye la adhesion
Aumenta la flexibilidad

Disminuye el sabor amargo que dejan los plastificantes

Acido organico

Actla como conservador
Disminuye la dureza
Disminuye la adhesion

Aumenta la flexibilidad

Edulcorante

Da estabilidad al chicle

Aumenta el volumen

Saborizante

Sirve como estabilizante

Da sabor al chicle

Colorante

Da color al chicle
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1.7.4 Elaboracion del chicle biodegradable

El chicle de zeina se elabora de una manera muy distinta a los chicles tradicionales. Se han
propuesto distintas metodologias. El principal factor dentro de la elaboracion del chicle
biodegradable, consiste en la solubilizacion de la zeina antes de comenzar con el proceso.
Mc Gowan propuso la siguiente metodologia:

1. Homogenizar durante 2 minutos a 120 rpm la zeina, la enzima proteolitica y
el plastificante junto con alcohol etilico.

2. Agregar el edulcorante, saborizante y colorante y volver a homogenizar a las
mismas condiciones.

3. Calentar hasta 70°C durante 20 minutos para lograr la evaporacion del
alcohol.

4. Agregar el conservador y calentar a una temperatura de 80 ° C durante 5
minutos para inactivar la enzima proteolitica.
5. Enfriar a una temperatura de 4.5°C.

6. Amasar a temperatura ambiente (McGowan y Padua, 2005).

1.7.4.1. Puntos criticos presentes en la polimerizacién
enzimatica a partir de compuestos degradables como la
zeina

Cuando existe una reaccion de polimerizacion a partir de proteinas como la zeina de maiz,
se encuentran presentes en el proceso los siguientes puntos criticos:

Gelatinizacion: es una semicristalizacion que se da cuando ocurre un
incremento de temperatura y la proteina se encuentra en presencia de un

disolvente. El disolvente penetra la estructura granular de la proteina y hace que
se incremente la viscosidad de la misma, rompiendo puentes de hidrégeno.

Retrogradacion: ocurre cuando existe un descenso de temperatura y
corresponde al incremento espontaneo del estado del orden. Los puentes de
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hidrégeno se reorganizan, existe una reorientacion de cadenas moleculares. La
solubilidad en el disolvente disminuye.

Transicion vitrea: es un cambio in,dL_JcidoPc)r_eI calor. Corresponde al momento
en el que el polisacarido pasa de solido y fragil a quebradizo y flexible.

Desestructuracion: ocurre cuando hay un aumento final y drastico de
temperatura y corresponde a una deformacion completa del material (Menéses

y Corrales, 2001).

1.7.5. Caracterizacion del chicle biodegradable

Para evaluar las propiedades del chicle biodegradable, es recomendable aplicarle al
producto las siguientes pruebas: analisis de textura, evaluacién de la actividad de agua y
calculo de la temperatura de transicién vitrea.

1.7.5.1. Analisis del perfil de textura

La textura puede definirse como el conjunto de atributos mecanicos, geométricos y de
superficie de un producto que son perceptibles por medio de receptores mecanicos, tactiles,
visuales y auditivos (Rosenthal, 2001).

El método mas utilizado para evaluar los atributos mecénicos es el denominado analisis del
perfil de textura. Este método trata de simular las condiciones con que se encuentra un
alimento en la boca, por lo cual es un método de tipo imitativo (Pavia et al, 1999).
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Los parametros mecanicos que pueden determinarse mediante el “Analisis del perfil de
textura” son los siguientes (Rosenthal, 2001):

Tabla 11. Definicion de los parametros mecanicos

Parametro Definicion sensorial

Dureza Fuerza requerida para comprimir un alimento entre los
molares

Elasticidad La extension a la que un alimento comprimido retorna

a su tamafo original cuando se retira la fuerza

Adhesividad El trabajo requerido para retirar el alimento de la
superficie

Cohesividad La fuerza que los enlaces internos hacen sobre el
alimento

Fragilidad La fuerza a la que el material se fractura. Los alimentos

fragiles nunca son adhesivos

Masticabilidad | La energia requerida para masticar un alimento sélido

hasta que esta esta listo para ser tragado

Gomosidad La energia requerida para desintegrar un alimento

semisélido

El andlisis del perfil de textura (ATP) consiste en comprimir la muestra dos veces
consecutivas y mediante un graficador obtener una grafica de dos picos. El primer pico
representa la dureza del alimento, la cual también puede ser medida en base al area bajo la
primera curva que corresponde al trabajo de compresion; la relacion entre la altura del
primer y segundo pico denota la cohesividad. También pueden obtenerse los indices de

elasticidad, gomosidad, adhesividad entre otros (Anzaldia, 1994).
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Con un texturémetro universal se puede obtener la curva tipica fuerza-deformacion:

FUERZA »

A1l

0 4> 4+—> L/
b B a
DEFORMACION —»

Figura 4. Curva tipica de fuerza-deformacion

Los parametros mecanicos son significativos dentro de la caracterizacion de los alimentos,
debido a que reflejan otras propiedades como durabilidad, uniformidad, tension, fuerza y

resistencia a la abrasion (Rosenthal, 2001).

1.7.5.2. Actividad de agua

La actividad de agua corresponde a la fraccién del agua contenida en los alimentos, que es
capaz de intervenir en los procesos quimicos, enzimaticos y microbiolégicos de los
mismos. Representa el grado de interaccion del agua con el resto de los constituyentes o la
porcion que esta disponible en un producto para sustentar las reacciones ya mencionadas

(Badui, 2006).

Puede ser descrita en su forma mas simple como la relacion de la presion parcial de vapor
de agua del alimento dividida entre la presion de vapor del agua pura, ambas medidas a la

misma temperatura (Welti y Vergara, 1997).
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La actividad de agua se relaciona de manera no lineal con el contenido de humedad
mediante las curvas o isotermas de adsorcién y desorcion (Badui, 2006). Una isoterma de
sorcion es la curva que indica en el equilibrio y para una temperatura determinada, la
cantidad de agua retenida por el alimento en funcion de la atmosfera que lo rodea; o si se
requiere inversamente, la presion parcial de vapor ejercida por el agua del alimento en
funcion del contenido de agua del mismo (Gomez, 1992).

ADSORCION

CONTENIDO DE HUMEDAD

DESORCION

1 1 1 1
0 0.2 04 06 08 10

ACTIVIDAD DE AGUA

Figura 5. Curvas de sorcion

Para su elaboracién se requiere calcular el contenido de humedad y la actividad de agua del
alimento. Para determinar la actividad de agua puede usarse el higrometro electrénico que
es un instrumento con un sensor que se basa en un electrolito generalmente de cloruro de
litio que mide el cambio de la conductividad eléctrica producida por el cambio de humedad

relativa de una camara en donde se encuentra en la muestra (Gomez, 1992).

La medida del valor de actividad de agua, es cominmente una prediccion de la estabilidad
fisica, quimica, fisicoquimica, microbiolégica y por consiguiente una aproximacion de la
vida util de los alimentos (Labuza, 1999).
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El agua es un componente importante en los chicles ya que contribuye en gran manera a
caracteristicas texturales, de apariencia y de sabor. Asimismo el agua participa en el
deterioro de los alimentos debido al papel que desempefia en reacciones quimicas y
enzimaticas, asi como en el desarrollo microbiano (Welti y Vergara, 1997).

1.7.5.3. Temperatura de transicion vitrea

El estado en el que algunos sistemas con bajo contenido de agua se encuentran, depende si
la temperatura esta por encima o por debajo de la temperatura de transicion vitrea. Cuando
la temperatura del chicle esta debajo de la temperatura de transicién vitrea este presentara
un estado sélido, a su vez cuando la temperatura se encuentra por encima de la temperatura
de transicion vitrea, este se presentara en estado de tipo gomoso (Zaritzky, 1997).

El estudio de las transiciones en los polimeros es realizado a través de la calorimetria que
significa la cantidad de energia intercambiada en forma de flujo entre dos sistemas en un
periodo de tiempo.

El andlisis calorimétrico diferencial (DSC) es una técnica que se utiliza para estudiar qué
sucede a los polimeros cuando son calentados. Este analisis proporciona energia con una
rapidez variable a la muestra y a la referencia para mantener sus temperaturas iguales,
obteniendo asi los diagramas de tiempo-temperatura denominados termogamas (Mathot,
1994). Por este método el area bajo la curva puede relacionarse con los cambios de entalpia
que ocurran (Rodriguez, 1984).

Para que el alimento sea estable siempre debe de encontrarse almacenado por debajo de su
temperatura de transicion vitrea.

La determinacion de la temperatura de transicion vitrea ayuda a determinar las propiedades
del producto y cambios que ocurren durante el proceso (Edwards, 2000).
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CAPITULD 2




2. Objetivos

2.1 Objetivo general

A partir de una fraccion proteica del maiz y variando el plastificante y la concentracién de
la enzima proteolitica que provoca la polimerizacion, desarrollar la formulacion de un
chicle con centro blando, que tenga caracteristicas biodegradables y ademas sea capaz de
inhibir al Streptococcus mutans involucrado en la formacion de la caries, mediante el

empleo de Lactobacillus spp.

2.2 Objetivo particular 1

Evaluar diferentes formulaciones de polimeros base hechos a partir de una fraccion proteica
del maiz, variando el plastificante y la concentracion de la enzima proteolitica.

2.3 Objetivo particular 2

Caracterizar el chicle mediante el perfil de textura, la densidad, la temperatura de

transicion vitrea y la actividad de agua.

2.4 Objetivo particular 3

Evaluar la capacidad de biodegradacion del chicle mediante la accién metabolica de
microorganismos presentes en agua de lago y tierra.

2.5 Objetivo particular 4

Evaluar “in vitro” la capacidad de inhibicion del Streptococcus mutans por accién de
diferentes cepas de Lactobacillus spp para posteriormente encapsularlo y agregarlo a un
centro blando del chicle biodegradable
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3. Metodologia experimental

3.1 Cuadro metodoldgico

DESARROLLO DE UN CHICLE BIODEGRADABLE INHIBIDOR DEL Streptococcus mutans

INVOLUCRADO EN LA FORMACION DE LA CARIES

v

OBJETIVO GENERAL.: A partir de una fraccidn proteica del maiz y variando el plastificante y la concentracion de la enzima proteolitica
que provoca la polimerizacion, desarrollar la formulacion de un chicle con centro blando, que tenga caracteristicas biodegradables y ademas
sea capaz de inhibir al Streptococcus mutans involucrado en la formacidn de la caries, mediante el empleo de Lactobacillus spp.

OBJETIVO PARTICULAR 1:

Evaluar diferentes formulaciones
de polimeros base hechos a
partir de una fraccion proteica
del maiz, variando el
plastificante y la concentracion
de la enzima proteolitica.

N4

OBJETIVO PARTICULAR 2:

Caracterizar el chicle mediante el
perfil de textura, la densidad, la
actividad de agua y la temperatura
de transicidon vitrea.

W

ACTIVIDAD PARTICULAR 1.1:
Elaboracidn de las 4 formulaciones del
chicle biodegradable a partir de una
modificacion de la metodologia
propuesta por Mc Gowan.

ACTIVIDAD PARTICULAR 2.1:

Evaluacion de las propiedades
mecanicas a partir del analisis de
textura realizado  mediante el
texturémetro universal

\’
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OBJETIVO
PARTICULAR 3:

Evaluar la capacidad de
biodegradacion del chicle
mediante la accion
metabdlica de
microorganismos presentes
en agua lago y tierra.

¥

OBJETIVO PARTICULAR 4:
Evaluar in vitro la capacidad de

inhibicién del Streptococcus mutans
por accion de diferentes cepas de

Lactobacillus spp para
posteriormente  encapsularlo 'y
agregarlo a un centro blando del
chicle biodegradable.

g




v

ACTIVIDAD PARTICULAR 2.2:

Calculo de la densidad mediante la
técnica de desplazamiento.

V

y

V!

ACTIVIDAD PARTICULAR 2.3:
Determinacién la actividad de agua

con el higrémetro marca
AQUALAB.

ACTIVIDAD PARTICULAR 3.1:

Determinacién de la capacidad de
biodegradacion delas muestras, a
partir de una modificacion de Ila
norma ASTM D5988-03, utilizando
como medios una simulacion de
relleno sanitario y agua de lago.

ACTIVIDAD PARTICULAR 4.1:
Recoleccion, siembra e identificacion del

Streptococcus mutans a partir de placa
fdental bucobacteriana, mediante el método
(e estria y aplicando las siguientes pruebas:
gram, catalasa, rojo de metilo, vogues
proskauer y fermentacion de azlcares.

\

V

ACTIVIDAD PARTICULAR 2.4:
Calculo de la temperatura de
transicién vitrea mediante el analisis
calorimétrico diferencial, usando la
ecuacion de Gordon-Taylor.

ACTIVIDAD
PARTICULAR 3.1:

Determinacién de la capacidad
de biodegradacion delas
muestras, a partir de una
modificacion de la norma ASTM
D5988-03, utilizando  como
medios una simulacién de relleno
sanitario y agua de lago.

\

ACTIVIDAD
PARTICULAR 3.2:

Caélculo del porcentaje de
mineralizacion a partir de
las curvas gravimétricas
obtenidas en la actividad
particular 3.1.

ACTIVIDAD PARTICULAR 4.2:

Siembra e identificacién de Lactobacillus
spp. a partir de productos comerciales,
mediante el método de estria y aplicando
las siguientes pruebas: gram, catalasa y
fermentacién de azlcares.

ACTIVIDAD PARTICULAR 4.3:

Prueba de inhibicién mediante el conteo
de sobrevivientes después del contacto con
los metabolitos del Lactobacillus spp tras
la incubacién en caldo Rogosa

!

RESULTADOS

A4

ANALISIS DE RESULTADOS

CONCLUSIONES
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3.2 Desarrollo de la formulacién del chicle

El chicle se elaboré a partir de la reaccion de polimerizacion que realiza la fraccion proteica
del maiz con el plastificante cuando se activa la enzima proteolitica (papaina).

. . 2
Disefio de experimentos 2

El disefio de experimentos que se utilizo para evaluar las diferentes formulaciones fue un

disefio factorial de 22:

Tabla 12. Disefio de experimentos factorial 2?

Variable Nivel 1 Nivel 2
Concentracion de 0.2% 0.4%
papaina
Plastificante Propilenglicol Glicerina

Formulacién

Los porcentajes de cada grupo de componentes fueron definidos en base a las siguientes
reivindicaciones propuestas por Liu (Liu, 2004):

La composicion de la fraccion proteica debe de ser menor al 25 %.

La composicion del aceite parcialmente hidrogenado debe de ser menor al 12%.

La composicion del colageno hidrolizado debe estar entre el 10% y 15%.
La composicion del &cido organico debe encontrarse entre el 1.9% y 2.1%.
El potenciador de sabor debe estar entre el 3% y 7%.

La concentracién del colorante debe ser menor al 0.7%.
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Metodologia

La metodologia utilizada para la elaboracion del chicle biodegradable, fue una
modificacion de la metodologia descrita por Mc Gowan (Mc Gowan y Padua, 2005).

A continuacion se describe brevemente dicha modificacion:

1. Homogenizar durante 2 minutos a 120 rpm la zeina, la enzima proteolitica y el
plastificante junto con alcohol etilico.

2. Agregar el edulcorante, saborizante y colorante y volver a homogenizar a las
mismas condiciones.

3. Calentar hasta 70°C durante 20 minutos para lograr la evaporacién del alcohol.

4. Agregar el conservador y calentar a una temperatura de 80 ° C durante 5
minutos para inactivar la enzima proteolitica.

5. Enfriar a una temperatura de 4.5°C.

6. Amasar a temperatura ambiente
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El chicle biodegradable se realizd en base al siguiente diagrama de proceso:

Zeina —>
Etanol —>;

Homogenizacion 1

!

Papaina —>]
Plastificante ——

Homogenizacion 2

|

Gelatina hidrolizada —>)]
Maltodextrina ——>)

Homogenizacion 3

Glucosa ——>
Stevia 3

Homogenizacion 4

Calentamiento 1

J

Acido citrico ——>)
Aceite —>

Mezclado

Calentamiento 2

Enfriamiento

|

Amasado

Aplanado

T=25°C
t=5min
v=120rpm

T=25°C
t=5min
v=120rpm

T=25°C
t=5min
v=120rpm

T=25°C
t=5min
v=120rpm

— Etanol T=70°C
t=20min

T=80°C
t=5min

T=4.5°C
t=5seg

T=25°C
t=5seg

T=25°C
t=1min

Figura 6. Diagrama de bloques del proceso
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Descripcion del diagrama de proceso

Homogenizacion 1: Esta operacion tiene como finalidad solubilizar la fraccion
proteica en etanol. La disolucion zeina-etanol se realiza a una concentracion

del 13%. Posteriormente se homogeniza a temperatura ambiente durante 5
minutos y a una velocidad de 120 rpm.

Homogenizacion 2: El propdsito de esta operacion es obtener una nueva
solucion afiadiendo el plastificante y la enzima proteolitica a la solucion

anterior. La homogeneizacion 2 se realiza a las mismas condiciones que la
homogeneizacién 1.

Homogenizacion 3: En esta operacion aumenta la viscosidad de la solucién ya

que se produce una reaccion de gelatinizacion debido a la accion del
potenciador de sabor. La homogenizacion 3 se realiza a temperatura ambiente
durante 5 minutos y a una velocidad de 120 rpm.

Homogenizacion 4: Esta operacion tiene como principal objetivo integrar el
edulcorante al resto de los componentes. La homogenizacion 4 se realiza a

temperatura ambiente durante 5 minutos y a una velocidad de 120 rpm.

Calentamiento 1: En esta operacion se realiza la reaccion de polimerizacion. La
viscosidad se incrementa aun mas, hasta dar lugar a un fluido viscoelastico que

es denominado goma base. Es aqui en donde se llevan a cabo las reacciones
proteina-plastificante. Esta operacion también tiene como funcién evaporar el
etanol usado para solubilizar la proteina.

Mezclado 1: Esta operacion tiene como finalidad afiadir el aceite y el acido
citrico al resto de la goma base. Se realiza a 70°C durante 2 minutos.

Calentamiento 2: En esta operacion se inactiva la enzima debido a que la
temperatura aumenta hasta 80°C. El calentamiento se lleva a cabo durante un

tiempo de 2 minutos.

Enfriamiento: EI polimero formado en la operacion de calentamiento, se coloca
en un recipiente metalico con agua a 4.5°C. En esta operacion ocurre la

retrogradacion y se puede dar forma al polimero, ademas de que los
ingredientes terminan de mezclarse y el etanol sobrante se separa de la goma.
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Amasado: El polimero se vuelve manejable y es en esta operacion cuando se
puede dar la forma deseada o incluso marcar el espacio en donde el centro

liquido estara colocado posteriormente.

Aplanado: En esta operacion se da la forma deseada al chicle, Esto se pasando
un rodillo encima del chicle y se realiza hasta obtener una ldamina del grosor

deseado.

3.3 Caracterizacion del chicle

3.3.1 Anadlisis de textura

Las propiedades mecanicas se evaluaron mediante un analisis del perfil de textura mediante
el texturometro universal. Los parametros mecanicos que se obtuvieron fueron dureza y
maodulo de elasticidad. La prueba se realizo por triplicado.

Figura 7. Texturémetro universal
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Metodologia

1. Colocar circunferencias de muestra encima de pesafiltros y sujetarlos con cinta
adhesiva.

2. Realizar el andlisis de Perfil de Textura “ATP” con un analizador de textura
universal usando la esfera de 1/4 y obtener los datos en una computadora
mediante el programa provisto por el fabricante (Santini et al, 2007).

Figura 8. Geometria esfera de 1/4

3. Obtener los parametros mecénicos de la muestra a partir de la curva de Analisis
de Perfil de textura.

3.3.2 Calculo de densidad

La densidad de calculé mediante la técnica de desplazamiento (Menéses y Corrales, 2001).
La prueba se realiz6 por triplicado.

Metodologia

1. Colocar 50 ml de agua en una probeta.
2. Pesar 10 gramos de muestra de goma base.

3. Colocar la muestra en la probeta.
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4. Determinar el volumen de liquido desplazado por cada muestra.
5. Calcular el valor de la densidad mediante la siguiente ecuacion:

En donde:
Densidad (g/ml)
Masa (g)

Volumen (ml)

3.3.3 Determinacion de la actividad de agua

La actividad de agua se determino con el higrémetro marca AQUALAB (Madeka y Kokini,
1995). La prueba se realizo por triplicado.

Figura 9. Higrdmetro marca AQUALAB

Metodologia

Colocar aproximadamente 0.3 gramos de muestra en la celda del higrémetro.
Colocar la celda dentro del higrémetro, en el lugar correspondiente.

Cerrar la puerta del higrémetro y echar a andar la prueba.

> w0 np e

Esperar a que la prueba termine y el higrémetro arroje el dato de temperatura y
actividad de agua.
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3.3.4 Calculo de la temperatura de transicion vitrea

Se realiz6 el Anélisis Calorimétrico Diferencial mediante un calorimetro diferencial
acoplado a un termoanalizador a un calentamiento desde 20°C hasta 200°C (Madeka y
Kokini, 1995). A partir de los termogramas obtenidos se obtuvo la temperatura de
transicion vitrea de cada uno de los ingredientes y posteriormente con la ecuacion de
Gorddn- Taylor se calculd la temperatura de transicion vitrea del chicle biodegradable
(Celeghin y Rubiolo, 2002).

Figura 10. Calorimetro diferencial DSC-50

Metodologia

1. Colocar aproximadamente 3 mg de muestra en la celda del calorimetro
diferencial.

Cerrar la puerta de la celda y apretar el boton de inicio.
Esperar a que termine la prueba.

Obtener el termograma a partir del programa provisto por el fabricante.

a c w DN

Realizar los pasos 1, 2 y 3 para cada uno de los ingredientes que componen al
chicle biodegradable.

6. A partir de los termogramas obtener la temperatura de transicion vitrea de cada
componente.
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7. Calcular la temperatura de transicion vitrea del chicle biodegradable a partir de
la ecuacion de Gordon-Taylor:

En donde:
Temperatura de transicion vitrea
Peso en fraccion de los componentes

Temperatura de transicion vitrea de los componentes

3.4 Evaluacion de la capacidad de biodegradacion del chicle

Para determinar la capacidad de biodegradacién del chicle en agua, se utilizd6 una
modificacion de la norma ASTM D5988-03 para el caso de agua dulce y el procedimiento
planteado por Chiellini para el caso de una muestra introducida en un relleno sanitario
(Chiellini et al, 2006). La prueba se realizo por triplicado.

Metodologia

1. Colocar en el recipiente cerrado 300 ml del medio correspondiente: agua de
lago o 300 g de relleno sanitario simulado. La formulacion para el relleno
sanitario simulado es la siguiente: 50 g de perlita, 150 ml de agua destilada, 500
g de tierra 'y 100 ml de fertilizante comercial.

2. Pesar 2 g de chicle biodegradable y colocarlo en el recipiente correspondiente.

3. Preparar en otro recipiente mas pequefio una solucién de NaOH 1M que actua
como trampa de CO».

4. Colocar en el recipiente grande la trampa de CO» contenida en el recipiente

pequerio, tal y como se muestra en las siguientes figuras:
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Figura 11. Montaje del relleno sanitario y la trampa de CO»

Figura 12. Montaje del agua de lago y la trampa de CO,

Mantener los recipientes en la obscuridad en un periodo de 80 dias.
Medir la cantidad de CO» producido por medio de titulaciéon manual a partir de
la solucion de NaOH 1M, utilizando HCI 1M y fenolftaleina como indicador.

Pesar cada muestra cada 20 dias durante 80 dias para obtener la pérdida de peso
de cada chicle.

Calcular el porcentaje de mineralizacion a partir de la diferencia de la titulacion

de la muestra con la titulacion del recipiente de control, divididos entre el dato
tedrico de la cantidad de CO» desprendido por el polimero.
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9. Llevar una muestra de chicle tradicional de una marca comercial como control
de la prueba.

3.5 Estudio bacterioldgico del Streptococcus mutans

El estudio bacteriologico del Streptococcus mutans consistio en las siguientes etapas:
recoleccion de muestra de placa dental bucobacteriana, siembra bacteriana de la muestra
recolectada, aislamiento e identificacion de las colonias de Streptococcus mutans.

3.5.1.1 Recoleccibn de muestra de placa dental
bucobacteriana

La recoleccion de muestra de placa dental bucobacteriana se realiz6 en base a una
modificacion de la técnica descrita por Loesche (Loesche, 1986).

Metodologia

Se obtuvieron 15 muestras de placa bucobacteriana a partir de los molares. Se frotaron los
molares y las encias de cada sujeto con un hispo estéril humedecido con sacarosa al 5%. La
muestra se coloc6 en un tubo de ensayo que contenia como medio de transporte solucién
con sacarosa al 5% y se transportd después al laboratorio para ser procesada en menos de 2
horas.

3.5.1.2 Siembra bacteriana de la placa dental
bucobacteriana recolectada

El cultivo se realizé mediante el método de estria en los siguientes medios: Mitis Salivarius
para su identificacion y Tripricasa soya con sacarosa y extracto de levadura para su
purificacion. Ambos medios se utilizaron con un pH de 7.2.
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Las formulaciones de los medios utilizados se muestran a continuacion:

Tabla 13. Formulacién del medio Mitis salivarius

Digerido pancreético de caseina 69
Peptona proteosa No.3 99
Peptona proteosa 59
Dextrosa 1lg
Sacarosa 509

Cristal violeta 0.9 mg
Agar 15¢

Tabla 14. Formulacion del medio Tripticasa soya con sacarosa y extracto de levadura

Cloruro de Sodio 59
Digerido pancreatico de caseina 159
Digerido pancreético de soya 59
Sacarosa 30

Extracto de Levadura 30
Agar 159

Metodologia

Se realiz6 la inoculacién primaria con el hisopo que contenia la muestra, posteriormente se
utiliz6 un asa bacteriolégica para dispersar el material entre los 4 cuadrantes de la caja,
girando esta misma en un &ngulo de 90° en cada dispersion.

Figura 13. Diagrama de inoculacion bacteriana
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El asa se esterilizé entre cada estriado. Las cajas se llevaron a una temperatura de 37°C en

medio anaerobio en presencia de CO» y se dejaron cultivadas por 24 horas (Konemann,
1999).

Finalmente se seleccionaron las colonias de acuerdo a su color, tamafio y forma para
posteriormente aislarlas en el medio Mitis Salivarius para su identificacion y Tripticasa
soya con sacarosa Yy extracto de levadura para su aislamiento.

3.5.1.3 Identificacion del Streptococcus mutans
mediante las pruebas bioquimicas
correspondientes

Para la identificacion del Streptococcus mutans se utilizo la siguiente bateria de pruebas:
Gram, prueba de la catalasa, prueba del rojo de metilo y Vogues Proskauer; ademas de las
pruebas de fermentacion de los azucares rafinosa, manitol, sorbitol, y arginina. (Sanchez y
Acosta, 2004). Las pruebas se realizaron por triplicado.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las pruebas antes mencionadas, para que
un cepa sea identificada como Streptococcus mutans (Konemann, 1999).

Tabla 15. Pruebas bioguimicas para la identificacion de Streptococcus mutans

Gram +

Catalasa -

Rojo de metilo -

Vogues Proskauer +
Manitol +
Sorbitol +
Rafinosa +

Arabinosa +
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En la siguiente tabla se muestran los fundamentos de cada una de las pruebas bioguimicas

utilizadas durante la experimentacion (Forbes et al, 2007):

Tabla 16. Fundamentos de las pruebas bioquimicas utilizadas

Gram La tincion de gram es una prueba de identificacion primaria.
Ademas de revelar los tipos ylas cantidades relativas de los
microorganismos Yy células huésped presentes, sirve para controlar
la capacidad de las técnicas anaerobias.

Catalasa La enzima cataliza la liberacion del peréxido de hidrégeno (H2O»

+ catalasa = Oy). Su positividad se determina mediante la
produccion de burbujas. Dicha efervescencia determina la

presencia de enzima catalasa en el cultivo bacteriano.

Rojo de metilo
Vogues Proskauer

Y

Estas dos pruebas se utilizan para determinar la capacidad de un
microorganismo de generar y mantener los productos finales &cidos
por fermentacion de la glucosa, para superar la capacidad
amortiguadora del sistema y para determinar la capacidad de
algunos microorganismos para elaborar productos finales neutros a

partir de la fermentacion de la glucosa.

Fermentacion

azucares

de

La fermentacion de azlcares consiste basicamente en el descenso
del pH del medio, después de haber estado en contacto con una
bacteria que tiene la capacidad de fermentar el azlcar en cuestion.

Metodologia

Gram

o g w b

Colocar con el asa una gota de alguna solucion estéril en un portaobjetos.
Dispersar la colonia sospechosa en la gota antes colocada.

Esperar a que seque y fijara al calor.

Dejar enfriar.

Colocar cristal violeta, esperar un minuto y decantar.

Colocar lugol, esperar un minuto y enjuagar.
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Catalasa

Colocar alcohol cetona, esperar tres segundos y enjuagar.

Colocar safranina, esperar un minuto y enjuagar.

Dejar secar y enfocar en el microscopio en el lente de 100x, usando aceite para
inmersion para clarificar la observacion.

Colocar una gota de H>O» en un portaobjetos.

Con ayuda de un palillo de madera estéril coger una colonia sospechosa y
ponerla en contacto con el HyO».

Una reaccion positiva ante la prueba de la catalasa sera la presencia de burbujas
al momento de que la bacteria hace contacto con el reactivo.

Rojo de metilo y Vogues Proskauer

1. Sembrar la cepa sospechosa en caldo RM/VP y dejar incubar 48 horas a 37°C.

2. Dividir el caldo en 2 tubos de ensayo estériles.

Prueba de rojo de metilo

En el primer tubo agregar tres gotas de rojo de metilo, un resultado positivo se
vera cuando un color rojo intenso permanezca.

Prueba de Vogues Proskauer

En el segundo tubo agregar seis gotas de a-naftol y posteriormente dos gotas de

hidroxido de potasio, un resultado positivo se verd cuando un color rojo se
desarrolle después de 15 minutos.

Fermentacion de azlcares

A cada cepa sospechosa se le realizd pruebas de fermentacion de los azucares rafinosa,

manitol, sorbitol, y arginina. Se prepararon caldos de rojo de metilo base con 0.5% del

azucar correspondiente, posteriormente se inocularon y se incubaron a 37°C durante 48

horas. Un resultado positivo se observo si el caldo antes mencionado cambio a amarillo.
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3.5.2 Estudio bacterioldgico de Lactobacillus spp

El estudio bacterioldgico del Lactobacillus spp consistio con las siguientes etapas: siembra
bacteriana de lactobacilos a partir de productos comerciales e identificacion de lactobacilos
mediante las pruebas bioquimicas correspondientes.

3.5.2.1 Siembra bacteriana de lactobacilos

El cultivo se realiz6 mediante el método de estria en medio Rogosa a un pH de 6.9. La
formulacion del medio Rogosa utilizada se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 17.Composicion del medio Rogosa

Extracto de carne 59
Extracto de levadura 259
Acido ascorbico 05¢
Peptona de soya 59
Polipeptona 59
Acetato de sodio trihidratado 39
Dextrosa 59
Agar 159

Metodologia

Se hizo una inoculacion primaria a partir de 3 diferentes productos comerciales
liofilizados, ademas de Lactobacillus reuteri Ay B de una casa comercial. Posteriormente
se utiliz6 un asa bacteriolégica para dispersar el material entre los 4 cuadrantes de la caja,
girando esta misma en un angulo de 90° en cada dispersion. El asa se esterilizo entre cada
estriado. Las cajas se llevaron a una temperatura de 37°C en medio anaerobio en presencia

de CO» y se incubaron por 48 horas. (Konemann, 1999).
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3.5.2.2 Ildentificaciéon de lactobacilos mediante las
pruebas bioquimicas

Las colonias separadas se sometieron a diferentes pruebas de identificacion bioquimica. Las
pruebas utilizadas fueron gram, prueba de catalasa y fermentacion de azlcares manitol,
rafinosa, arabinosa. Los fundamentos de estas pruebas bioquimicas se encuentran en la
tabla 16. Cada una de las pruebas se realizé por triplicado

Tabla 18. Pruebas bioquimicas para la identificacién de Lactobacillus spp.

Prueba Lactobacillus casei Lactobacillus
reuteri
Gram + +
Catalasa - -
Manitol - -
Rafinosa - -
Arabinosa - -

3.5.3 Prueba de inhibicién

La prueba de inhibicion se evalud “in vitro” mediante el conteo de sobrevivientes después
del contacto con los metabolitos del Lactobacillus spp tras la incubacién en caldo Rogosa
(Ledn y Totosaus, 2006). La prueba se realizo por triplicado.

Metodologia

1. Sembrar el Streptococcus mutans en caldo Cerebro Corazdn con extracto de
levadura e incubarlo en medio anaerobio con presencia de CO» durante 48

horas a 37°C.

2. Por otra parte sembrar cada lactobacilo aislado e identificado en caldo Rogosa

e incubarlo por 48 horas a 37°C en anaerobiosis y presencia de CO».

3. Después de 48 horas colocar en un tubo eppendorf 1 ml de caldo con
Streptococcus mutans y centrifugarlo a 500 rpm durante 5 minutos.
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10.

11.

12.

13.

Eliminar el sobrenadante y conservar solamente el sedimento de Streptococcus
mutans en 1 ml de Solucion Salina Fisioldgica al 0.85%.

Tomar 0.5 ml del Streptococcus mutans estandarizado, colocarlo en un tubo con
4.5 ml de Solucién Salina Fisiologica al 0.85% Y agitar en el Vortex. Esta sera
la “solucion SM” (Solucion de Streptococcus mutans).

Centrifugar el cultivo de cada lactobacilo en un tubo eppendorf estéril durante 5
minutos y a 5000 rpm.

Tomar 4.5 ml del sobrante de lactobacilo y colocarlo en un tubo de ensayo
estéril. (Solucidn de sobrante de Lactobacillus spp)

Adicionar 0.5 ml de la “solucion SM” preparada en el punto 5 y mezclarla con
la solucidn preparada en el punto anterior. Esta sera la “solucion L+S”

(Solucion de sobrante de Lactobacillus spp + Streptococcus mutans).

Incubar las soluciones “SM” y “L+S” durante el tiempo correspondiente (4, 8 y

24 horas).

Después de la incubacion hacer las siguientes diluciones a partir de ambas
. 1,2, 3, 4, - - L

soluciones: 10 ~ 10 ~ 10 3 10 10 > y 10 ° colocando 0.5 ml de la solucién-

dilucion anterior mas 4.5 ml de Solucién Salina Fisioldgica al 0.85%.

Tomar 20 pl de cada dilucién y sembrarla en agar Cerebro corazon con extracto
de levadura.

Incubar durante 48 horas a 37°C en medio anaerobio con presencia de CO»y y

realizar un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).
Utilizar como control una siembra de Streptococcus mutans sin metabolitos de

Lactobacillus spp.

3.5.4 Microencapsulacion

Una vez evaluada la capacidad de inhibicion del Lactobacillus spp frente al Streptococcus
mutans se procedié a encapsular los microorganismos. EI método de microencapsulacion
fue la gelificacion interna la cual se basa en la liberacién del ion calcio desde un complejo
insoluble en una solucién de alginato de sodio (Villena et al, 2009).
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Metodologia

1. Sembrar el lactobacilo en caldo Rogosa e incubarlo por 24 horas a 37°C en
anaerobiosis y presencia de CO».

Centrifugar el lactobacilo durante 5 minutos y a 5000 rpm.

Colocar el sobrenadante en un matraz Erlenmyer.

Preparar una solucién de alginato de sodio al 3%.

Mezclar la solucion de alginato de sodio con el sobrenadante de lactobacilo.

Extruir la solucion para obtener las perlas de 1mm de didmetro.

N o g bk~ wD

Colocar las perlas en una solucién de cloruro de calcio 1M.

3.5.5 Elaboracion del centro liquido del chicle biodegradable

Una vez microencapsulados los lactobacilos, estos se agregaron a un centro blando que a su
vez se agregaron al chicle biodegradable. La elaboracion del centro blando se encuentra
descrita a continuacion.

Formulacién

El centro liquido del chicle biodegradable se realizé en base a la siguiente formulacion
(Glass y Puglia, 1979):

Tabla 19. Formulacién del centro liquido del chicle

Glicerina 73.6%
Agua 25%
Edulcorante 0.5%

Carboximetilcelulosa | 0.5%

Saborizante 0.2%

Colorante 0.2%
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Metodologia

La metodologia para elaborar el centro liquido del chicle biodegradable se realizé con base
en una modificacion de la metodologia propuesta por Glass y Puglia (Glass y Puglia, 1979):

1. Homogenizar la glicerina con la carboximeticelulosa a temperatura ambiente
durante 20 minutos y a una velocidad de 120 rpm.

2. Afadir el edulcorante y calentar a una temperatura de 50°C durante 1 minuto.
3. Enfriar la solucion hasta llegar temperatura ambiente.

4. Mezclar el saborizante y colorante con el resto de la solucion durante 5 minutos.

El diagrama de proceso para la elaboracion del centro liquido se muestra a continuacion:

Glicerina —> T=25°C
Carboximetilcelulosa —> Homogenizacion t=20min
v=120rpm
Edulcorante —> . T=50°C
Calentamiento t=1min
2 = T=25°C
Enfriamiento
Saborizante ——> T=25°
Colorante —> Mezclado t=5min

Figura 14. Diagrama de bloques para el proceso del centro liquido
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Descripcion del diagrama de proceso

Homogenizacion: El proposito de esta operacion es integrar la goma y el
plastificante. La operacion se realiza a temperatura ambiente, a una velocidad de

120 rpm y durante 20 minutos.

Calentamiento: Esta operacion tiene como funcion solubilizar completamente la
goma en el plastificante. La temperatura no debe exceder los 50°C, si esto sucede el

polisacarido se desnaturaliza y por tanto pierde sus propiedades funcionales; por
esta razén la exposicion a dicha temperatura no debe exceder a 1 minuto. Esta
condicidn convierte a esta operacion en un punto critico de control.

Enfriamiento: Una vez obtenida la dispersion, debe haber un enfriamiento hasta
Ilegar a temperatura ambiente. En esta operacion la dispersién aumenta su
viscosidad debido al cambio de temperatura.

Mezclado: El propdsito de esta operacion es incorporar el saborizante y el colorante
a la dispersion. El mezclado se realiza en un tiempo de 5 minutos.
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4. Resultados y analisis de resultados

4.1 Desarrollo de la formulacion del chicle

Se desarrollaron diferentes formulaciones de chicle biodegradable. Esto se llevo a cabo
variando los plastificantes (propilenglicol y glicerina) y la concentracién de la papaina.

Para la elaboracion de las diferentes formulaciones se utilizé el disefio de experimentos

A2 - . . :
factorial 2. De acuerdo a este disefio de experimentos se obtuvieron las 4 formulaciones
que a continuacién se mencionan:

Tabla 20. Formulaciones del chicle de acuerdo al disefio de experimentos

Formulacion Concentracién de papaina Plastificante
A 0.2% Propilenglicol
B 0.2% Glicerina
C 0.4% Propilenglicol
D 0.4% Glicerina
Formulacion

Los ingredientes utilizados finalmente dentro de los grupos de componentes propuestos por
Liu fueron los siguientes:

Zeina de maiz como fraccion proteica del maiz (Ficha técnica anexo 1)
Stevia como edulcorante

Rojo 5 como colorante

Esencia de fresa como saborizante

Maltodextrina como potenciador de sabor
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La composicién de la stevia fue del 0.5% debido a que se tomo en cuenta que el estevidsido
obtenido de manera natural endulza 100 veces més que la sacarosa (Soto y Del Val, 2002).

La fraccion proteica fue el ingrediente dentro de la formulacion que se vio afectado ante las
variaciones de concentracion de la papaina. El resto de los ingredientes permanecieron
constantes en cada una de las 4 formulaciones. La formulacion final para cada uno de los
diferentes prototipos, quedd de la siguiente manera:

Tabla 21. Formulacion final del chicle biodegradable

Ingrediente Porcentaje para cada formulacién
A B C D

Fraccion proteica del 265% 265% 26.7% 26.7%
maiz Glucosa 25% 25% 25%  25%
Plastificante 1 20 % 20%  ----
Plastificante 2 20%  ----- 20%
Colageno hidrolizado 15 % 15 % 15% 15%
Aceite parcialmente hidrogenado | 9% 5% 5% 5%
Potenciador de sabor 5% 5% 5% 5%
Acido orgénico 2% 2% 2% 2%
Edulcorante (stevia) 0.5% 0.5% 05% 0.5%
Colorante 0.3% 0.3% 0.3% 0.3%
Saborizante 0.3% 0.3% 03% 0.3%
Enzima proteolitica (papaina) 0.2% 0.2% 04% 0.4%

Las formulaciones Ay C fueron elaboradas con el plastificante 1. Las formulaciones By D
se hicieron con el plastificante 2.
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La reaccibn mas importante que ocurre en el proceso de elaboracion del chicle

biodegradable es la de polimerizacion. Esta reaccion es activada por la papaina y ocurre

entre la proteina y el plastificante. Durante la reaccién de polimerizacién ocurre lo

siguiente:

K/
0‘0

Primero se rompen los enlaces peptidicos que unen la cisteina contenida en la zeina
para que la papaina se una al aminoacido mediante puentes disulfuro. Esto debido a

que la papaina es activada por la cisteina (Robles, 2001).

Posteriormente, cuando la temperatura aumenta hasta los 70°C, se comienza a notar
visual y texturalmente la reaccion de polimerizacion. Esto es por que dicha

reaccion consiste basicamente en la desnaturalizacion de la proteina y
bibliograficamente se sabe que las desnaturalizaciones de las proteinas se dan a altas
temperaturas (Badui, 2006). Sin embargo, debido a que el proceso no alcanza la
temperatura de desnaturalizacion de la zeina que es de 190°C (Lawton, 2002) el
plastificante interviene en la reaccion, cambiando la polaridad del medio e

introduciendo fuerzas de Van der Waals.

Esta reaccion es el fundamento para que los primeros ingredientes en ser afiadidos sean la
papaina, la zeina y el plastificante (propilenglicol o glicerina).

Por otro lado, los puntos criticos mas importantes durante el proceso ocurren en el
calentamiento 1y el enfriamiento debido a lo siguiente:

\/
0‘0

o
hS

>

La temperatura del calentamiento 1 debe ser mayor a 70°C, pero menor a 80°C. Si la

temperatura no alcanza los 70°C durante el calentamiento 1 no se dard la
desnaturalizacion completa de la proteina, y si la temperatura durante el
calentamiento sobrepasa los 80°C la enzima proteolitica se inactivara.

A su vez, si la temperatura durante el enfriamiento no llega a los 4.5 °C no se dara
la reorganizacion de los puentes de hidrdgeno ni la reorientacion de las cadenas

moleculares (Menéses y Corrales, 2001) y a su vez no habra retrogradacion del
polimero y por lo tanto los ingredientes no se mezclaran completamente.
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3.1 Caracterizacion del chicle

3.1.1 Anadlisis de textura

A continuacion se muestran los valores promedio de dureza y elasticidad obtenidos
mediante el texturometro universal para cada una de las formulaciones del chicle

biodegradable.

Tabla 22. Resultados obtenidos en el texturdmetro para los parametros de dureza y elasticidad

Formulacion | Dureza (kgf) Elasticidad
(kg/mm)
A 2.57 0.555
B 2.207 0.3008
C 1.284 0.2185
D 1.246 0.1578
Comercial 1.646 0.5311

La prueba se realiz6 por triplicado, los valores que se muestran en la tabla son el promedio

de 3 repeticiones.

Se realiz6 una prueba t de student para cada una de cada una de las propiedades mecénicas

obtenidas.
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Tabla 23.Prueba t de student para el parametro de dureza

A B C D Chicle
comercial
Media 2.57 2.207 1.284 1.246 1.646
Varianza 1.008 0.234 0.195 0.059 0.045
P (t) dos colas | 2.215 2.596 1.783 3.028

En donde:
Ho: No existen diferencias significativas

H1: Existen diferencias significativas

De acuerdo a la tabla t de student, se puede concluir que para la formulacion C no existen

diferencias significativas debido a que P (T<t) y por lo tanto Hgp se acepta en esta
formulacion.

Para el caso de las formulaciones A, B y D existen diferencias significativas debido a que P

(T>t) y por lo tanto Hg se rechaza. A continuacion se muestran los resultados de la prueba t
de student para el parametro de elasticidad.

Tabla 24. Prueba t de student para el parametro de elasticidad

A B C D Chicle
comercial
Media 0.055 0.3008 0.2185 0.1578 0.5211
Varianza 0.194 0.012 0.012 0.003 0.016
P (t) dos colas |0.129 3.333 4.534 6.592

En donde:
Ho: No existen diferencias significativas

H1: Existen diferencias significativas
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En esta prueba la elasticidad presenta diferencias significativas para las formulaciones B, C
y Dy por lo tanto se rechaza Hy.

Para el caso de la formulacion A se acepta Hy debido que en esta formulacion el parametro

de elasticidad no presenta diferencias significativas ya que P (T<t).

En las siguientes graficas se puede observar el comportamiento de los parametros
mecanicos dureza y elasticidad.

Dureza (kgf)
=
i

A B C D Comercial
Formulacion

Figura 15. Gréafico comparativo para el pardmetro dureza
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0.4+

0.3+

0.2-

0.1+

Médulo de elasticidad (kg/mm)

A B C D Comercial

Formulacion

Figura 16. Gréafico comparativo para el parametro elasticidad

Mediante los resultados presentados anteriormente y observando las graficas que comparan
los parametros mecanicos de las formulaciones con los pardmetros mecanicos del chicle
comercial, se puede observar que la dureza disminuye conforme la concentraciéon de la
enzima proteolitica aumenta, en otras palabras, la dureza es inversamente proporcional a la
concentracion de la enzima proteolitica.

Con respecto a los plastificantes se puede observar que las formulaciones elaboradas con el
propilenglicol como plastificante, mostraron una mayor dureza que las elaboradas con
glicerina, esto es debido a que el propilenglicol tiene mas radicales libres en el mismo
atomo y por lo tanto los puentes de hidrégeno que forma con la proteina son mas estables

que los que forma la glicerina (Mc Gowan y Padua, 2005).

Estadisticamente se puede concluir que las formulaciones A, B y D presentan diferencias
significativas en el parametro de dureza con respecto al chicle comercial, sin embargo, la
dureza de la formulacion D es més cercana a la dureza del chicle comercial; a su vez el
resultado de dureza de la formulacion C no presenta diferencias significativas con respecto
al chicle comercial. Mediante este analisis se comprueba que es la papaina el factor que esta
mayormente relacionado con la dureza final del producto.
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Sin embargo, a pesar de que las formulaciones elaboradas con menor concentracion de
enzima proteolitica son las que presentan menor dureza, el valor de dureza que presentan se
encuentra por debajo de la dureza requerida bibliograficamente (Cadbury- Adams, 2003) y
por lo tanto también se encuentra por debajo del valor de dureza del chicle comercial

evaluado.

Por otro lado la elasticidad se vio afectada cuando la enzima proteolitica aumento, es decir,
la elasticidad también resultdé ser inversamente proporcional a la concentracion de la
enzima proteolitica.

Estadisticamente el parametro de elasticidad no mostré diferencias significativas para la
formulacién A elaborada con el plastificante 1. Para las formulaciones B, C y D si
existieron diferencias significativas, sin embargo, la elasticidad en la formulacion B fue
mas cercana a la elasticidad del chicle comercial puesto que la elasticidad en las
formulaciones elaboradas con la mayor cantidad de enzima se encuentran ya muy por
debajo del parametro del chicle comercial. Mediante esta prueba se puede observar que las
formulaciones elaboradas con la menor concentracion de enzima proteolitica (0.2%) tienen
una elasticidad més aceptable comparada con el chicle comercial. También se puede ver
que el plastificante 1 otorgé mayor elasticidad que el plastificante 2, esto es debido a que el

primero tiene mayores propiedades de humectacién que el segundo

Con el analisis de textura se puede concluir que el chicle con propiedades mecanicas mas
parecida a las del chicle comercial es el chicle elaborado con el plastificante 1 y con la
menor concentracion de enzima proteolitica (0.2%), es decir, el chicle elaborado con la
formulacién A. Sin embargo, el chicle de la formulacion C
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3.1.2 Calculo de la densidad

A continuacion se muestran los valores promedio de densidad obtenidos mediante el
método de desplazamiento para cada una de las 4 formulaciones de chicle biodegradable:

Tabla 25. Resultados de densidad

Formulacion Densidad (g/cmd)
A 6.15
B 4.314
C 6.2233
D 4.465
Comercial 6.3733

La prueba se realiz6 por triplicado y por lo tanto los valores que se muestran son un
promedio de las 3 repeticiones.

Se realizd la prueba t de student para cada una de las formulaciones evaluadas.

Tabla 26. Prueba t de student para densidad

A B C D Chicle
comercial
Media 6.15 4.314 6.2233 4.465 6.3733
Varianza 0.005 0.049 0.021 0.076 0.260
P (t) dos colas | 0.960 9.779 0.633 8.794

En donde:
Ho: No existen diferencias significativas

H1: Existen diferencias significativas
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En esta prueba las formulaciones que no presentaron diferencias significativas fueron las
formulaciones A y C debido a que P (T<t), por lo tanto se acepta Hgp para estas

formulaciones y se rechaza Hq para las formulaciones B y D, puesto que estas Ultimas
presentaron diferencias significativas porque P (T>t).

En la siguiente grafica se puede observar la diferencia de densidad en cada una de las
muestras:

Densidad (g/m)

A B C D Comercial
Tipo de formulacion

Figura 17. Gréafico comparativo de densidad

En base a la grafica y mediante los datos estadisticos mencionados anteriormente se puede
concluir una diferencia significativa con respecto al chicle comercial en las densidades de
las formulaciones B y D.

Los chicles que obtuvieron las diferencias significativas fueron los chicles elaborados con
la glicerina. Las densidades de estos chicles fueron claramente menores que la densidad del
chicle comercial y menores que las densidades de los chicles elaborados con el
propilenglicol.
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La enzima proteolitica no mostrd influir en la densidad final del producto puesto que no
hubo diferencias significativas entre las densidades de los chicles elaborados con mayor
concentracion de enzima y los chicles elaborados con menor concentracion de enzima. El
cambio en el comportamiento de la densidad se mostré a partir del cambio del plastificante,

mas no en el cambio de concentracion de la papaina.

Por otro lado, ninguna de las 4 formulaciones resulté ser mas densa que el chicle comercial.
Esto se debe a que los ingredientes que dan lugar a la polimerizacion del chicle
biodegradable (zeina, plastificante y papaina) tienen menor masa molar que cualquiera de
los polimeros  sintéticos que conforman los chicles comerciales (en este caso

polivinilacetato).

Con esta prueba se puede decir que el chicle con la densidad méas parecida a la del chicle
comercial, es el chicle elaborado con el plastificante 1 y con la mayor concentracion de
enzima proteolitica (0.4%), es decir, el chicle elaborado con la formulacién C.
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3.1.3 Evaluacion de la actividad de agua

A continuacion se muestran los resultados de actividad de agua obtenidos con el

higrometro:

Tabla 27. Resultados para actividad de agua

Formulacion Actividad de agua
A 0.653
B 0.622
C 0.64
D 0.59
Comercial 0.646

La prueba se realizo por triplicado y por tanto los valores que se muestran son un promedio

de las 3 repeticiones.

Se realizé la prueba t de student para los datos obtenidos de actividad de agua.

Tabla 28. Prueba t de student para actividad de agua

A B C D Chicle
comercial
Media 0.653 0.622 0.64 0.59 0.646
Varianza 0.0002 1.06E-5 1.08E-5 3.26E-5 4.06E-5
P (t) dos colas | 0.886 8.209 2.132 16.121

En donde:
Ho: No existen diferencias significativas

H1: Existen diferencias significativas

En esta prueba la actividad de agua presenta diferencias significativa para las formulaciones
B y D debido a que P (T>t), por lo tanto se rechaza Hq para estas formulaciones.
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Para el caso de las formulaciones A y C, se acepta Hp puesto que no presentan diferencias

significativas debido a que P (T<t).

En la siguiente gréfica se puede observar la diferencia de densidad en cada una de las
muestras:

0.66+
0.654
0.64+
0.634
0.62+
0.614

0.6+
0.594
0.58+
0.574
0.56+
0.55

Actividadn de agua

A B C D Comercial
Tipo de formulacion

Figura 18. Gréafico comparativo para actividad de agua

Mediante los resultados presentados anteriormente y observando la grafica que compara la
actividad de agua de todas las muestras, se puede concluir que existieron diferencias
significativas para los chicles formulados con la glicerina, puesto que la actividad de agua
resulté ser mucho mas baja que la evaluada para el chicle comercial e incluso mas baja que
la reportada bibliograficamente que es de 0.64 (Richardson, 1986).

Con respecto a la enzima proteolitica se puede decir que la actividad de agua disminuyo
cuando la concentracion de la papaina aumento, en otras palabras, la actividad de agua
resulto ser inversamente proporcional a la concentracion de la enzima. Esto se debe a que a
una concentracion mas alta de enzima, se generan mas interacciones entre agua e

ingrediente y por ende queda menos cantidad de agua libre (Badui, 2006).
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Con esta evaluacion se puede concluir que el chicle con actividad de agua més parecida a la
del chicle comercial es el chicle elaborado con el plastificante 1 y con la menor
concentracion de enzima proteolitica (0.2%), es decir, el chicle elaborado con la
formulacién A. Este pardmetro influye de manera directa en la temperatura de transicion

vitrea.

3.1.4 Célculo de la temperatura de transicion vitrea

A continuacién se muestran los termogramas y las temperaturas de transicion vitrea (Tg)
obtenidas para cada uno de los componentes del chicle biodegradable.

4
Tg=70.5°C
35 — . Tg=764°C
3 .,:;,Igzgs.s"c
- S ™ TETLO
< ‘ e —— Zeina
E 2
s N Papaina
1.5
— Plastificante 2
1 ——— Plastificante 1
0.5
0
0 50 100 150 200
T(°C)

Figura 19. Termogramas de los componentes principales del chicle biodegradable (zeina, papaina y plastificantes).
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TTg=324°C T Tg=117°C
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& 2 \\,\ — Glucosa
£ —— .
=15 Saborizante
1 —— Potenciador de sabor
—— Edulcorante
0.5
0
0 50 100 150 200
T(°C)
Figura 20. Termogramas del potenciador de sabor, saborizante, glucosa y edulcorante.
4
Tg=51.1°C
3.5 s %
3 2 . Tg=80.1°C
Tg=35.7°6\ R,
2.5 \‘§?f: e ——— Colédgeno hidrolizado
5 ———
£ 2
= — Colorante
1.5
1 — Aceite parcialmente
0.5 hidrogenado
0
0 50 100 150 200
T(°C)

Figura 21. Termogramas del colageno hidrolizado, colorante y aceite parcialmente hidrolizado
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Tabla 29. Temperatura de transicion vitrea de cada componente

Ingrediente Tg (°C)
Fraccion proteica del maiz 76.4
Glucosa 62.3
Plastificante 1 73.1
Plastificante 2 93.5
Colageno hidrolizado 35.7
Aceite parcialmente hidrogenado 51.1
Potenciador de sabor 117.4
Edulcorante 324
Colorante 80.1
Saborizante 28.1
Enzima proteolitica 60.3

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la temperatura de transicion
vitrea (Tg) mediante la ecuacion de Gordon-Taylor para cada una de las diferentes
formulaciones de chicle biodegradable:

Tabla 30. Resultados de temperatura de transicion vitrea

Formulacion Tg (°C)
A 60.154
B 58.79
C 60.089
D 58.728
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En los resultados anteriores se puede observar que las temperaturas de transicion vitrea de
los polimeros son muy semejantes entre si y a su vez muy cercanas a la temperatura de
transicion vitrea reportada en la bibliografia que corresponde a 60°C (Bilmeyer, 2004).

La temperatura de transicion vitrea indica el momento en que el polimero pasa de un estado
vitreo a un estado cauchoso, para que el chicle tenga las caracteristicas texturales aceptadas.
El producto al final del proceso deberé de estar en estado vitreo, de lo contrario el chicle se
volvera pegajoso y el producto final sera rechazado por el consumidor. Debido a esto, la
temperatura de transicion vitrea debe cumplir dos requerimientos importantes: debe ser
mayor a la temperatura de almacenamiento y debe ser mayor a la temperatura del interior

de la boca.

Mediante los presentes resultados, se puede concluir que la temperatura de transicion vitrea
de las 4 formulaciones del chicle biodegradable cumple con los requerimientos antes
mencionados, tomando en cuenta que el almacenamiento del chicle debe ser a la
temperatura ambiente y la temperatura promedio de la saliva es de 37

3.2 Evaluacion de la capacidad de biodegradacion del chicle

A continuacion se muestran las pérdidas de peso de las muestras al cabo de 80 dias:

Tabla 31. Pérdida de peso en agua de lago

Dias Peso de la muestra (g)
A B C D Comercial
0 2 2 2 2 2
20 1.85 1.917 1.828 1.864 1.998
40 1.402 1.512 1.372 1.5 1.952
60 0.808 0.932 0.7 0.872 1.932
80 0.592 0.792 0.552 0.704 1.908
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Tabla 32. Pérdida de peso en la simulacién de relleno sanitario

Dias Peso de la muestra (g)
A B C D Comercial
0 2 2 2 2 2
20 1.812 1.876 1.821 1.832 1.998
40 1.372 1.416 1.344 1.456 1,944
60 0.764 0.848 0.644 0.768 1.924
80 0.528 0.668 0.493 0.642 1.896

La prueba se realiz6 por triplicado, los valores que se muestran en la tabla son el promedio

de 3 repeticiones.

La siguiente grafica presenta las curvas de gravimetria para las formulaciones de chicle en

los dos medios expuestos:

2.5

1.5

Masa(g)

0.5

—— Formulacion A
Formulacion B
—— Formulacién C
Formulacién D

——— Control

20 40 60 80 100
tiempo (dias)

Figura 22. Curvas de gravimetria para las distintas formulaciones después de ser expuestos a agua de lago
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2.5

\ — Formulacién A
: Formulacién B
—— Formulacién C
s \ : Formulacién D
T — Control
20 40 60 80 100

tiempo (dias)

Figura 23. Curvas de gravimetria para las distintas formulaciones después de ser expuestas a la simulacion de relleno sanitario

A continuacion se muestran los porcentajes de mineralizacion después de 80 dias de
exposicion de cada chicle al medio correspondiente. La tasa de mineralizacion se calculd

por diferencia de la cantidad de CO» que se registrd en el recipiente utilizado como control,

este valor fue relacionado con la cantidad tedrica de CO» que puede liberar el material y da

como resultado el porcentaje de mineralizacion.

Tabla 33. Resultados del porcentaje de mineralizacién

Medio Porcentaje de mineralizacion
A B C D Chicle
comercial
Agua de lago 70.4% 60.4% 72.4% 64.8% 4.6%
Relleno 73.6% 66.6% 75.4% 67.8% 5.2%
sanitario

En la siguiente grafica se puede observar claramente el comportamiento del porcentaje final
de mineralizacién de cada una de las formulaciones ante cada uno de los dos medios:
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Figura 24. Gréafico comparativo de porcentajes mineralizacion

En las curvas de gravimetria anteriores se puede observar que la principal descomposicion
de las muestras ocurrio entre los dias 40 y 60 para en caso del agua de lago, y entre los dias
20 y 40 en el caso de la simulacion del relleno sanitario, tanto para los chicles
biodegradables como para el chicle comercial.

Durante los primeros 20 dias de exposicion a la simulacion del relleno sanitario, la pérdida

de peso fue poco significativa y por ende la produccion de CO» result6 casi igual entre las

muestras y el control, pero a partir del dia 20 la cantidad de CO» empez6 a aumentar en las

muestras y el peso de las muestras empez6 a disminuir. Ruiz obtuvo un resultado semejante
al evaluar la degradacion de un polimero de almidén de yuca, el autor menciona que una
degradacion significativa de su polimero se obtuvo a partir del dia 23, en un medio
semejante al relleno sanitario utilizado en la presente investigacion (Ruiz et al, 2009).

Para el caso del agua de lago la degradacion fue minima los primeros 40 dias; esto se debe
a que el polimero al ponerse en contacto con un medio acuoso, lo primero que experimenta
es un hinchamiento de los granulos como resultado de la absorcién de agua. Esta capacidad
de absorcidn es necesaria debido a que facilita la accion de las enzimas para convertir el
polimero en fragmentos méas pequefios y asimilables por microorganismos (Menéses y
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Corrales, 2001). A partir del dia 40 el peso empezé a disminuir significativamente, y a su
vez la produccién del CO2 empez6 a aumentar.

Mediante este andlisis se puede concluir que la mayor biodegradacion se obtuvo en la

simulacion de relleno sanitario y esto se evidencia con la mayor obtencion de CO» y por
consiguiente el porcentaje mas alto de mineralizacion.

En el caso de las muestras de la simulacion del relleno sanitario se observo la presencia de
moho en la superficie, esto comprueba que efectivamente el material estuvo expuesto a la
accion metabolica de microorganismos presentes en la tierra. Uribe realizd una observacion
semejante en su propia investigacion, el autor menciona que la aparicion de peliculas
microbianas en una muestra de polietileno de baja densidad, evidencia un ataque de

microorganismos (Uribe et al, 2010).

Por otro lado, los recipientes que contenian las muestras expuestas al agua de lago
presentaron un olor a fermentacion. Esto demuestra que los azlcares contenidos en los
chicles fueron fermentados por los microorganismos presentes en agua dulce. A su vez, la
produccion de CO» comprueba que efectivamente los chicles fueron en su mayoria

biodegradados.

Se puede también mencionar que la biodegradacion no fue el Gnico mecanismo presente,
sino que también existio minimamente una degradacién enzimatica debido a la presencia de
la enzima proteolitica en la formulacién. Con respecto a la enzima proteolitica se puede
decir que las muestras elaboradas con la mayor concentracion de papaina fueron las que
alcanzaron un mayor porcentaje de mineralizacién. En la investigacion realizada por
GOomez (2007), se puede encontrar un comportamiento de degradacion enzimatica
semejante, el autor afirma que la accion enzimatica de la papaina se puede observar en la
degradacién del poliuretano al cabo de 15 dias (Gdmez et al, 2007).

Sin embargo, la diferencia entre la mineralizacion entre cada una de las muestras
elaboradas con diferentes concentraciones de enzima proteolitica resulté ser minima (de 2 a
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4%), asi que se sigue considerando a la biodegradacion como el principal mecanismo de
degradacion.

Con respecto al porcentaje de mineralizacion, se puede observar que fue alto para todas las
muestras, sin embargo, fueron los chicles elaborados con el plastificante 1 los que
obtuvieron el mayor porcentaje de mineralizacion, llegando a ser hasta de 75.4% en el caso
de la formulacion C expuesta a la simulacién de relleno sanitario. Estos resultados elevados
en porcentaje de mineralizacion indican que todas las muestras son “biodegradables” ya
que cumplen con el 60%, porcentaje minimo de mineralizacion establecido por la norma
ASTM D5988-03.

Comparando las muestras con los resultados obtenidos para la capacidad de mineralizacion
del chicle comercial, se puede decir que el porcentaje general de mineralizacion de las
muestras es 14 veces mayor que el porcentaje de mineralizacion del chicle no
biodegradable, ya que el porcentaje de mineralizacion que alcanzo este ultimo fue de 4.6%
en el medio acuoso y de 5.2% en la simulacién de relleno sanitario.

Tomando en cuenta la velocidad de reaccidn de la curva de mineralizacion de cada una de
las muestras en cada uno de los medios y mediante una regresion potencial partir de la
curva gravimétrica, puede calcularse el tiempo en que cada polimero tardara en
desaparecer. De acuerdo a este calculo, el tiempo promedio en que las muestras
biodegradables tardaran en desaparecer completamente va de los 130 a los 200 dias, es
decir, de los 4 a los 7 meses aproximadamente, mientras que el tiempo promedio en que el

chicle comercial tardara en degradarse completamente es de aproximadamente 5 afios.

Mediante el andlisis de la capacidad de biodegradacion de las muestras puede concluirse
que fue el chicle elaborado con el plastificante 1 y con la mayor concentracion de enzima
proteolitica, es decir, el chicle C, es el que obtuvo un mayor porcentaje de mineralizacion y
por ende una mayor biodegradacion; sin embargo, todas las muestras presentan una
capacidad de biodegradacion aceptable de acuerdo a la norma ASTM D5988-03 como para

ser consideradas “biodegradables”.

92



3.2 Estudio bacteriol6gico del Streptococcus mutans

Se recolectaron 15 muestras a partir de placa bucobacteriana. La muestra bucobacteriana se
sembrd primeramente en medio Mitis salivarius y posteriormente en Tripticasa soya con
sacarosa Yy extracto de levadura para su purificacion. El Streptococcus mutans fue incubado
a una temperatura de 37°C y un pH de 7.2, durante 48 horas en anaerobiosis y presencia de

COs.

De las 15 muestras de placa bucobacteriana se obtuvieron 27 cepas sospechosas, las cuales
fueron sometidas a las pruebas bioquimicas correspondientes (gram, catalasa, rojo de
metilo, Vogues Proskauer, manitol, sorbitol, rafinosa y arabinosa).

Unicamente 5 de las 28 cepas sospechosas resultaron ser Streptococcus mutans. A
continuacién se muestran los resultados de las pruebas bioguimicas de cada una de las
cepas sospechosas:

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a cada
una de las cepas separadas después de la inoculacion de placa bucobacteriana.
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El medio que resulté mas apropiado para identificar las colonias de Streptococcus mutans
fue el Mitis salivarius. Este medio es un medio selectivo debido a su contenido de cristal
violeta. Al inocular la muestra de placa dental bucobacteriana en este medio, las colonias de

Streptococcus mutans se colorean de azul y es por eso que su identificacion resulté sencilla.

Las colonias de Streptococcus mutans son pequefias y rugosas, sin embargo, hay que tener
cuidado al separarlas de las demas colonias a partir de este medio, debido a que también las
colonias de Streptococcus salivarius crecen de color azul pero estas Ultimas son grandes y
lisas.

El medio apropiado para la purificacién de Streptococcus mutans fue el medio Tripticasa
soya con sacarosa Yy extracto de levadura. Este medio fue enriquecido con el disacarido
debido a que el Streptococcus mutans es un microorganismo exigente en su nutricion y
utiliza la sacarosa para su respiracion. Las colonias de Streptococcus mutans en el medio
Tripticasa soya con sacarosa y extracto de levadura, resultaron ser pequefias, cristalinas y
de superficie rugosa, también presentaron fuerte adherencia al agar, sin embargo, después
de 5 dias el microorganismo ferment6 la sacarosa contenida en el medio y su color cambié
de cristalino a amarillento. Se realizd tincién de gram para su identificacion. EI gram

mostro formas cocaceas unidas en cadenas cortas.
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Figura 25. Tinci6n de gram para el Streptococcus mutans
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3.3 Estudio bacterioldgico de Lactobacillus reuteri y Lactobacillus
cassei

Se aislaron e identificaron diferentes cepas de Lactobacillus casei y Lactobacillus reuteri
en medio Rogosa. Lactobacillus casei se aislé a partir de una inoculacién de productos
lacteos fermentados comerciales y Lactobacillus reuteri A y B de una casa comercial.

Las pruebas realizadas para su identificacion fueron gram, catalasa, MR-VP, sacarosa,
manitol, sorbitol, arabinosa (Mac Faddin, 2003).

Las colonias de Lactobacillus casei y Lactobacillus reuteri resultaron ser pequefias,
blanquizcas y lisas en el medio Rogosa en el que fueron sembradas. Su 6ptimo crecimiento
se dio en presencia de anaerobiosis, a una temperatura de 37°C.

Las colonias crecieron también en presencia de oxigeno, aunque su mayor crecimiento se

dio en anaerobiosis y presencia de CO» tal y como lo indica la bibliografia (Bergey et al,
2001).

Todas las colonias cumplieron con los resultados bibliograficos en cada una de las pruebas
de identificacion. Ninguno de los organismos inoculados crecio en el medio Cerebro
corazdn, ya que sus requerimientos nutricionales son aminoacidos, vitaminas y nucle6tido
(Ishihara e Hikoro, 1985), lo que provoca una deficiencia de crecimiento en un medio que
no lo posea como el Cerebro corazon; por lo cual puede concluirse que todas las colonias

resultaron ser Lactobacillus spp.

Se aplico tincidn de gram para ambas colonias. Ante el microscopio se observaron bacilos
largos, delgadas y en cadenas largas para el caso de Lactobacillus casei y bacilos largos,
medianamente delgados y en cadenas cortas para el Lactobacillus reuteri.
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3.1 Prueba de inhibicion

Se usaron Lactobacillus casei y Lactobacillus reuteri para la prueba de inhibicion del
Streptococcus mutans. Posteriormente se calculé la tasa de sobrevivientes y mortalidad de
Streptococcus mutans después del contacto con los metabolitos de Lactobacillus spp.

En las siguientes tablas se pueden observar las tasas de mortalidad y sobrevivencia de
Streptococcus mutans después de 2, 4, 8 y 24 horas de contacto con los metabolitos de

Lactobacillus spp.

Tabla 35. Tasa de mortalidad y sobreviviencia de Streptococcus mutans después de 2 horas del contacto con los metabolitos de
Lactobacillus spp

Lactobacillus Tasa de sobrevivencia | Tasa de mortalidad
Lactobacillus casei 78.56% 21.44%
Lactobacillus reuteri A 74.38% 25.62%
Lactobacillus reuteri B 72.39% 27.61%

Tabla 36. Tasa de mortalidad y sobrevivencia de Streptococcus mutans después de 4 horas de contacto con los metabolitos de
Lactobacillus spp

Lactobacillus Tasa de sobrevivencia [ Tasa de mortalidad
Lactobacillus casei 46.34% 53.66%
Lactobacillus reuteri A 42.38% 57.62%
Lactobacillus reuteri B 39.22% 60.78%

Tabla 37. Tasa de mortalidad y sobrevivencia de Streptococcus mutans después de 8 horas de contacto con los metabolitos de
Lactobacillus spp

Lactobacillus Tasa de sobrevivencia | Tasa de mortalidad
Lactobacillus casei 33.33% 66.67%
Lactobacillus reuteri A 29.34% 70.66%
Lactobacillus reuteri B 27.73% 72.27%
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Tabla 38.Tasa de mortalidad de Streptococcus mutans después de 24 horas del contacto con los metabolitos de Lactobacillus spp

Lactobacillus

Tasa de sobrevivencia

Tasa de mortalidad

Lactobacillus casei 29.38% 70.62%
Lactobacillus reuteri A 25.93% 74.07%
Lactobacillus reuteri B 24.56% 75.44%

En la siguiente grafica se pueden observar las curvas de mortalidad para las cepas de

Streptococcus mutans después del contacto con los metabolitos de Lactobacillus spp.
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Figura 26. Curvas de sobrevivencia de Streptococcus mutans ante la accién metabdlica de Lactobacillus spp

Con base en los resultados reportados se puede decir que los tres lactobacilos lograron
disminuir el crecimiento de Streptococcus mutans, mas no inhibirlo totalmente, sin
embargo fue el Lactobacillus reuteri B el microorganismo que logré un menor crecimiento
de la bacteria involucrada en el desarrollo de la caries, llegando a tener una tasa de
mortalidad de 60.78% a las 4 horas de contacto, lo cual indica que tal microorganismo es
apropiado para ser microencapsulado y posteriormente afiadido al centro liquido del chicle
biodegradable (el dato usado corresponde a la tasa de mortalidad a las 4 horas de
exposicion debido a que 4 horas es el tiempo maximo que generalmente tiene un chicle en

la boca).
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Un incremento significativo en la tasa de mortalidad se dié entre las 2 a las 4 horas de
exposicion del Streptococcus mutans ante los metabolitos de los tres lactobacilos. Esto
indica que los lactobacilos son apropiados para ser afiadidos al centro blando de un chicle,
debido a que el rango de tiempo mencionado (2 a 4 horas) es un tiempo estandar para que

un chicle sea mascado.
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CONCLUSIONL




Conclusiones

1. La formulacion optima obtenida para la elaboracion del chicle biodegradable fue la
elaborada con el plastificante 1 y con la mayor concentracion de enzima proteolitica
(0.4%). Esta formulacion presentd tanto propiedades texturales como propiedades
fisicas semejantes a las del chicle comercial.

2. La formulacion elegida del chicle biodegradable presentdé una temperatura de
transicion vitrea de 60.09°C, esto indica que su almacenamiento debe ser menor a
esta temperatura.

3. La utilizacién de un derivado proteico en la formulacion del chicle biodegradable,
es una opcion viable para el cuidado del medio ambiente ya que su alta capacidad
de biodegrabilidad permite que este desaparezca en un tiempo aproximado de 6
meses.

4. La formulacion con Lactobacillus reuteri B puede ser apoyo preventivo en la
aparicion de la caries dental, ya que dicho microrganismo logré reducir “in vitro” el
crecimiento del Streptococcus mutans en un 60.78% después de 4 horas de

exposicion ante sus metabolitos.
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SHOWLAND

CERTIFICATE OF ANALYSIS

BATCH NUMBER:20110701
QUANTITY: 1000kg
PACKING:10kg/carion
Properties:

Approx molecular weight: 35000

Hangzhou Showland Technology Co.,Ltd

Add: Em2118, 40,553, Wensan Road,

Hangzhouw, China.

Tel: +85-571-23020518
Fax: +BE-571-88220512

bobie: +88-135 88433274

83820517

E-mail: salzsfshowlandtech _com

Zein {(corn protein)

TEST DATE: 2011-07-02
MAMUFACTURE DATE: 2011-07-01
2013-06-30

EXPIRATION DATE:

Approx specific gravity: 1.25 at 25°C

Solubility in water: Insoluble

Solubility in 80% alcohol: clear to slightly cloudy
Applications: capsules for pills, controlled release agent, paste agent diac materials and

coating for fresh fruits and paper drinkffood containers and 5o on.
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18 | 0,257 0,533+ 0882 1,330 1,734 2101 1552 2878 3,411 3922
19 | 0,257 05333 0,36l 1,328 1729 209} 2,519 1.BEL 1379 1,881
20 1 0,257 0,531 0,380 1,335 1,725 2088 2528 2845 3,353 3,230
21 10,257 0532 0859 1,323 1,721 2080 2518 2831 3,537 3,819
22| 0,256 D337 338 1,321 1717 2074 2508 2819 3,305 3.7592
23 | 0,256 05312 0,838 1,319 1,714 2069 2500 2807 3,485 3,767
4 | 0,25 0331 0857 1318 1,711 2064 2,192 2797 3. 467 3,745
351025 05311 0% 1,318 L1708 2060 2485 2,787 3,450 3.725
26 1 0256 0,5)1 0856 1315 L1706 2036 2479 2,779 3,435 3,707
27 10,256 0,531 0,355 1314 1,703 2032 2473 2771 3421 3,690
28 | 0,256 0,330 0,833 1,313 1,701 2048 2467 2,763 3.408 1.674
29 |1 0,256 03530 0854 L1 1.69% 2045  246) 2756 3,396 }.639
10 | 0,256 0530  C834 L3I0 1,697 2042 2457 2750 1,385 3,646
40 | 0,255 0.,25% 0,851 1,303 1,648 2021 2423 2704 3.3067 1,551
50 | 0,255 0,528 0.849 1,298 1,676 2009 2403} 25678 3,262 3,495
60 | 0,254 0527 048 1,206 1,671 2,000 2380 2,660 3.232 3,4£0
B0 | 0,254 0,527 0848 1,292 1,664 1,990 23734 2619 3,195 3,415
100 | 0.254 0256 O0B845 1290 1660 1.98% 2365 2,626 3.174 3,189
200 | 0,254 0525 D843 1,286 1,653 1,972 2,345 2,601 3,131 3,339
S00 | 0,253 05325 0842 1,243 1,848 1,365 2,334 2588 3106 3,310
o | 0,233 0534 0842 1,282 1,643 L9860 2,326 2,576 1.0%0 3,291
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