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RESUMEN

El consumo de probidtico a nivel mundial ha alcanzado mas de 40 billones de
dolares al afio 2019 y se proyecta un crecimiento del 7% para el 2025 gracias a los
multiples beneficios reportados tales como, el aumento en la respuesta inmune, la

reduccién del tiempo de colitis y la ayuda en respuesta alérgicas.

Los productos lacteos son considerados la principal forma de incluir probioticos y
representan el 69,9%. A nivel mundial, el 75% de las personas son intolerantes a la
lactosa y en américa latina un 57%, por lo que la ingesta de probidticos a traves de
productos lacteos se ve limitada. Es por esta razon que se plantea en este proyecto
de tesis el estudio y desarrollo tecnolégico de nuevos productos diferentes a lacteos
gue permitan el consumo masivo de probidticos y puedan ser consumida por
personas intolerantes a la lactosa. Para lo cual se evalia tecnoldgica y
comercialmente una formulacién de un material compuesto basado en polisacaridos
de almidodn, pectina y nanocelulosa para la fabricacion de encapsulados que pueda
ser capaz de transportar bacterias probidticas hacia el colon sin alterar su

biodisponibilidad.

Se aplica la metodologia del Desing Thinking como proceso creativo y el modelo de
negocio mediante Business Model Canvas. Ademas, se presenta la estrategia de
negocio mediante transferencia tecnoldgica y se evalla la viabilidad econdmica

determinando los actores relevantes del proceso productivo y comercial.
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Summary
The probiotic consumption has reached more than US40 billion dollars in 2019
worldwide. A 7% rate of growth is projected by 2025 thanks to its multiple benefits
such as, the increase in the immune response, the reduction of colitis length and the

help in allergic responses.

The dairy products are considered the main source of probiotics and they represent
the 69.9%. 75% of people are lactose intolerant worldwide, 57% in Latin America,
so the intake of probiotics through dairy products is limited. It is for this reason that
in this thesis project we propose the technological research and development of new
non-dairy products, creating a new way of massive probiotic consumption especially

for lactose intolerant people.

For which a development of a composite material based on starch, pectin and
nanocellulose polysaccharides is technologically and commercially evaluated. This
composite material will be used to create a capsule that may be able to transport the

probiotic bacteria to the colon without disturbing its bioavailability.

The Design Thinking methodology and the Business Model Canvas are applied as
creative process and model of business respectively. In addition, the business
strategy is presented through technology transfer, and the economic viability is
evaluated by establishing the significant agents of the productive and commercial

process.
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Capitulo 1: Introduccion

La tendencia de la poblacién por incorporar en su dieta alimentos que beneficien la
salud y prevengan enfermedades ha aumentado. Esto explica la razén por la cual,
la ingesta diaria de productos probioticos ha adquirido mayor importancia dentro de
los consumidores modernos. Estos presentan efectos positivos, tales como,
aumento en la respuesta inmune, reduccion del tiempo de colitis, ayuda en
respuesta alérgicas y mejoras tanto en el transito lento como en la formacion de las
deposiciones. Los probioticos se han adicionado a multiples productos alimenticios
y suplementos, siendo el principal producto los lacteos y sus derivados (Espitia et

al., 2016).

Probidtico es un término que significa "de por vida" y se define como
"microorganismos vivos que afectan de manera beneficiosa la salud del huésped al
mejorar su equilibrio microbiano” (Fuller, 1989). Mas recientemente, los probioticos

se han definido como " Microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, otorgan un beneficio para la salud del huésped” (FAO /
OMS, 2006). Las principales caracteristicas de los microorganismos probidticos
son: alta tolerancia tanto a los acidos gastricos como a las sales biliares, por lo que
pueden desarrollarse en ambientes entre pH 4,5 a 8.5, facil adherencia a la mucosa
0 a células epiteliales humanas, actividad antimicrobiana contra bacterias
patégenas y reduccion de la adhesion de las enterobacterias en la superficie de la

célula, ademas, poseen actividad hidrolasa y modelacion de la actividad inmunitaria

(Anal y Singh, 2007; Parvez et al., 2006).
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Los beneficios de la ingesta de probidticos en la dieta alimentaria han sido avalados
en la literatura cientifica. Asi, por ejemplo, Zhang et al (2005) evaluaron el efecto
de la ingesta de Lactobacillus GG en el reconocimiento bacteriano y la modelacion
inmune en células epiteliales tanto del intestino delgado como del intestino grueso.
El estudio reveldé que la produccion de interleucina-8, inducida por factores de
necrosis tumoral o (TNF-a.), se redujo entre un 30% y 50% con la administracién de
Lactobacillus GG. Otra investigacion relacionada con la barrera intestinal demostré
gue cepas de Escherichia coli Nissle 1917 inducen la expresion del péptido -
defensina-2 (hBD2) en células humanas, provocando un incremento del 50% en la
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos en el sistema
digestivo (Wehkamp et al., 2006). d’Ettore et al (2015) relacionaron que la ingesta
de Streptococcus salivarius ssp. Thermophilus, Bifidobacterium spp. Lactobacillus

ssp., Y Streptococcus faecium reducia la inflamacion en el tracto gastrointestinal

Los microorganismos probiéticos se clasifican en bacteria lacticas (BAL) conocidas
como bacterias iniciadoras, son capaces de producir acido lactico y &cido
propidnico, ademas, son fermentadoras de acido citrico. Estas contribuyen al
aroma, al sabor, a la textura y al valor nutricional de los alimentos fermentados como
leches, yogurt y quesos. La segunda clasificacion de los probidticos son las
bacterias no lacticas (NLB) dado que no son capaces de producir acido lactico, pero
si pueden fermentar la lactosa. Estas bacterias son necesarias en el tracto digestivo

dado que pueden participar en la produccion de vitaminas By K. Enla Tabla 1.1 se
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puede observar la clasificacion acorde al microorganismo probiéticos utilizados con

efecto terapéuticos tras la ingesta del producto.

Tabla 1.1: Clasificaciéon y microorganismos utilizados como probioéticos

Producto
Clasificacion Probidtico Efecto terapéutico Referencia
alimenticio
Lactobacillus acidophilus
Disminucion colitis Wildt et al., 2006
LA5 Céapsulas
BAL colagena Sheu et al., 2006
Bifidobacterium animalis Yogurt
Eliminacion H. pylori Wang et al., 2004
subsp. Lactis
Lactobacillus acidophillus
BAL Disminucion diarrea en Gaon et al., 2002
Saccharomyces boulardii Leche
NLB nifios Gaon et al., 2003
Lactobacillus rhamnosus
Modulacion respuesta
LGG
BAL Yogurt inmune De Vrese et al., 2005
Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei
Lactobacillus acidophilus 74-
2 Modulacion respuesta Klein et al., 2008
BAL Yogurt
Bifidobacterium animalis inmune Roessler et al., 2008
subsp lactis DGCC420
Bifidobacterium animalis Leche Disminucioén Sindrome Collado et al., 2006
BAL
spp. lactis DN-173010 cultivada intestino irritable Guyonnet et al., 2007
Cultivo Modulacion respuesta
NLB Escherichia coli Nissle 1917 Wehkamp et al., 2006
farmacéutico inmune innata
La tasa de erradicacion
de H. pylori en nifios
administrados con el
BAL Bifidobacterium lactis B94 N/A Ustundag et al., 2017

probidtico fue de un
77.1% comparado con

el grupo placebo
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BAL Lactobacillus rhamnosus GG N/A

BAL Lactobacillus rhamnosus GG N/A

Bifidobacterium infantis

Lactobacillus acidophilus

Bifidobacterium longum
BAL

Lactobacillus bulgaricus N/A
NLB

Enterococcus faecium
Lactobacillus bulgaricus

Streptococcus thermophiles

Personas con deterioro
cognitivo que fueron
administradas
mostraron mejoras en
Sanborn et al., 2020A
pruebas
neurocognitivas
comparada con el
grupo placebo
Estabilidad en el nivel
HbAlc en personas
administradas
comparado con el Sanborn et al., 2020B
grupo placebo en
donde estos nivel
aumentaron
Pacientes presentaron
un incremento en la
regulacion de los
linfocitos B, linfocitos T
y NK, ademas
presentaron una
Li et al., 2021
disminucion de los
niveles CRP y se vio
reducido el nimero de
infectado por segunda

vez en pacientes con

COVID-19

BAL: Bacteria lactica

NLB: Bacteria no lactica
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La;;(;}ninistracién de los probidticos se realiza por via oral y deben sobrevivir a las
condiciones gastrointestinales. Por lo cual, los microrganismos probiéticos deben
ser encapsulados, para conservar su viabilidad, ya sea en tabletas, cdpsulas o
recubiertas. Principalmente son agregados en alimentos lacticos o sus derivados y
tltimamente se han afadido estos microorganismos en chocolates (Konar et al.,
2016), helados (Cruz et al 2009), jugos (Fernandes y Rodrigues, 2018) entre otros.
Ademas, cabe mencionar que la dosis sugerida para que se logre los efectos
terapéuticos, aun no es del todo aceptada por la comunidad cientifica, pero si
sugieren dosis entre 6 log cfu d*y 9 log cfu d! (Gomes et al., 2009; Espitia et al.,

2016; Mostafa et al., 2020),

Capitulo 2 Métodos de Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso quimico y/o fisico que permite retener o confinar
moléculas bioactivas tales como farmacos, enzimas, hormonas y microorganismos
en matrices poliméricas. Las cuales pueden ser liberadas a velocidades controladas
bajo la influencia de condiciones especificas de pH, temperatura, campo eléctrico o
bien de fuerzas idnicas. La encapsulaciéon de bioactivos ha sido ampliamente
aplicada en la industria farmacéutica, agricola, biomedicina, envasados y alimentos,
sobre todo en esta Ultima para la encapsulacion de probioticos (Song et al., 2012;
Jame y Wang, 2019). Segun lo mencionado anteriormente, los probidticos deben
ser capaz de tolerar condiciones de pH gastricas, sales biliares presentes en el
fluido intestinal, estrés ambiental, dafio mecénico, interaccion con los alimentos,

factores y condiciones de almacenamiento, nivel de oxigeno y redox presente en el



sisﬁtﬁcia;a gastrointestinal, de ahi que sean células biactivas que requieran ser
encapsuladas (Pérez-Leonard, 2013; Garcia-Ceja et al. 2015; Menezes et al.,
2019). La seleccion del método de encapsulacion de sustancias bioactivas depende
del diametro de particula, agente encapsulante, sustancia a encapsular,
aplicaciones del material encapsulado, mecanismo de liberacibn y costo de

procesamiento (Villena et al., 2009)

2.1 Quimicos

Dentro de los principales métodos quimicos de encapsulaciéon de probidticos se

encuentran: gelificacion ionica, coacervacion y emulsion

La gelificacion idnica ocurre cuando una solucion polimérica acuosa compuesta por
polielectrolitos de carga opuesta interactia con iones divalente como Ca*? y Mg*?
formando un gel estable debido a los residuos carboxilos no esterificados que estan
cargados negativamente (Aceval et al., 2016; Kurozawa y Hubinger, 2017). Acorde
con Pedroso-Santana y Fleitas-Salazar (2020), la ventaja de utilizar la gelificacion
iGnica es que es un proceso facil de implementar, de bajo costo, con un menor
consumo de tiempo (< 10 horas), proporciona una alta eficiencia (>90%), puede
conferir al formulado mucoadhesion y sinergia, pero se obtiene heterogeneidad en
el tamafo de particula con una polidispersion de hasta 0,5 lo cual no solo podria
afectar en la cantidad de bioactivo encapsulado sino que ademas podria limitar la
interaccion con las estructuras biolégicas. Existen dos tipos de gelificacion idnica:
interna y externa (ionotrépica). En la primera, los iones Ca*? o Mg*? migran desde

el exterior hacia el seno del fluido interior originando un reordenamiento estructural
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mlentras gue en el segundo, los iones divalentes migran desde el interior hacia la
superficie (Menezes et al 2019; Guedes et al 2018). Chun et al (2014) encapsularon
L. plantarum DKL 109 mediante gelificacion ionica en tres formulados de polimeros:
i) alginato (Al), ii) alginato/goma arabiga (Al-GA) vy iii) alginato/goma gellan (Al-GG)
con la finalidad de determinar cuél confiere mayor proteccién y viabilidad del
probidtico. La matriz que mostré la mayor tasa de encapsulacion fue Al-GA con
98.11%, seguida de Al con 93.90%. Al-GA ademas se evidencio un incremento en
la supervivencia del probidtico en fluidos gastrointestinales y sales biliares,
manteniendo la estabilidad del encapsulado y la viabilidad durante 1 mes a
temperatura ambiente. Guedes et al (2018) microencapsularon L. acidophilus en
alginato-gelatina (AG) y alginato-gelatina-fructooligosacarido (AGF) por gelificacion
reportaron una mayor supervivencia durante el almacenamiento en yogur en
comparacion con L. acidophilus libre. La adicion de fructooligosacarido no sélo
proporcioné mejoras en la resistencia mecéanica debido a una mayor interconexion
en la red polimérica, sino ademas actio como fuente de carbono para el probiotico
incorporado en el yogur. Kim et al (2016) reportaron que la encapsulacion de L.
acidophilus por gelificacién ionotropica entre el acido fitico (PA) y quitosano (CS)
con extrusion electrostéatica con CaCO3, generd mayor estabilidad en el probiético a
pH 1,5 entre 2, ademas se obtuvo una mayor supervivencia de los microorganismos
en comparacion a los encapsulados PA-CS sin CaCOs. Con el objetivo de mejorar
la supervivencia de L. plantarum durante el procesamiento térmico, se prepararon
mediante gelificacion ionica perlas de proteina de soja (SPI) y alginato (SA). El
estudio arrojé que las perlas SA/SPI proporcionaron mejor proteccién a los fluidos

gastricos y sales biliares después de 6 horas de incubacion y presentaron mayor
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tasa de sobrevivencia al proceso de pasteurizacion (72°C por 90s) en comparacion

a los encapsulados por SA y los microorganismos libres (Praepanitchai et al., 2019).

La coacervacién es una técnica que involucra la atraccién electrostética entre
biopolimeros y separa las fases de uno o varios hidrocoloides de la solucién inicial
con la posterior deposicion en pequefias gotas con alto nivel de biomoléculas
delimitadas por una membrana. La ventaja de esta metodologia es que es una
técnica relativamente simple y de bajo costo, no requiere de altas temperaturas ni
solventes organicos, alta eficiencia de encapsulacion (hasta un 99%) y proporciona
una liberacion controlada del bioactivo, sin embargo, puede ocurrir dentro de rangos
acotados de pH, depende de la concentracion de los coloides y/o electrolitos
(Comunian et al., 2013; Huang et al., 2012; Piacentini et al., 2013). Dependiendo de
la cantidad de polimero el proceso se divide en: simple (utiliza solo un polimero) y
complejo (requiere de dos 0 mas polimeros) con cargas opuestas, ambos procesos
son dependientes del pH. La coacervacion compleja ha sido de mayor interés en los
estudios de encapsulacion de probiéticos. Asi, Eratte et al (2015) encapsularon
mediante coacervacion compleja L. casei junto con acidos grasos omega-3 en
matriz proteina de suero-goma arabica reportando una viabilidad del probidtico
significativamente mayor en comparacion con los encapsulados sin el acido graso.
Da Silva et al (2019) lograron mejorar la encapsulacion L. acidophilus por
coacervacion compleja utilizando reticulacién enzimatica con transglutaminasa. La
utilizacién de esta enzima provoco que se formaran enlaces cruzados covalentes
tanto intra como intermoleculares provocando que el tamafio de la particula no

aumentara permitiendo una mayor estabilidad en la encapsulacion. Zhao et al
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(2020) compararon el potencial de encapsulacion del probiotico Lactobacillus reuteri
usando coacervaciéon compleja entre la matriz gelatina tipo A/caseinato de sodio
(GE/Cas) y el coacervado de matriz gelatina tipo A/goma arabiga (GE/GA) estudiado
por Zhao et al (2018), para luego aplicar secado por aspersién a todos los
coacervatos sintetizados. Encontraron que el pH o6ptimo para la formacion del
coacervato GE/Cas es a pH 6.0 cuando la razén del complejo GE/Cas es 2. Ademas,
evidenciaron que el probiético encapsulado al ser sometido a secado por aspersiéon
sobrevive sin la perdida de viabilidad, pero cuando son expuestos a fluidos
gastrointestinales simulado por 3 horas, a un tratamiento térmico a 80°C por 1 hora
con 33% HR y durante el almacenamiento a temperatura ambiente fue decreciendo
de acuerdo con el siguiente orden: GE/Cas > Cas > GE/GA > GE. Hernandez-
Rodriguez et al (2013) también utilizaron coacervaciéon compleja como método de
encapsulacion para Lactobacillus plantarum en matriz proteina de suero (W) y k-
carragenano (K). Estos investigadores reportaron que el pH para llevar a cabo la
coacervacion fue entre pH 4.0 y 4.5 con una eficiencia de encapsulamiento del
39.6% y una viabilidad de 9.66 log cfu g* tras ser incubaciéon en fluidos

gastrointestinales y sales biliares en comparacion con las células libres (5.93 log cfu

gh).

La emulsion es un sistema de dos fases (continua y dispersa) que consta de dos
liquidos parcialmente miscibles, uno de los cuales es dispersado en el otro en forma
de particulas. La emulsificacion tiene como ventaja una eficiencia en la
encapsulacion >70%, alta reproducibilidad, facil de escalar y una distribucién de

tamafio semejante, sin embargo, puede presentar bajas en la eficiencia dado que
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pu;j;,n ser arrastradas a la fase acuosa y posee una remocion de grandes
volumenes de agua (Girija y Kumar, 2016). Shima et al (2006) estudiaron el efecto
de encapsulacion de L. acidophilus mediante emulsion agua/aceite/agua reportando
una mayor viabilidad de las bacterias encapsuladas (49% después de 2 horas de
inmersion en jugo gastrico) en comparacion al probiético libre de tan solo 1.3% a las
0,67 horas. Resultados similares fueron reportados por Pankasemsuk et al (2016)
al encapsular L. casei 01 en matriz alginato/almidéon de maiz. Ma et al (2020)
demostraron la eficiencia de encapsulacién mediante emulsificacion de L. plantarum
LIP1 en matrices de leche desnatada/agua/aceite/quimosina, logrando alcanzar una
tasa de encapsulacion del 87% cuando obtuvieron una relacion agua-aceite 1:10.
Ademas, las tasas de supervivencia fueron del 55%, y superiores a los probioticos
libres (17%). Zhang et al (2015) encapsularon Lactobacillus salivarius NRRL B-
30514 en una emulsion aceite/agua utilizando proteina de suero/grasa de leche
anhidra en fase acuosa. Establecieron que la mayor eficiencia de encapsulacion
(90%) se alcanzo al incorporar pectina a la emulsion y bajo condiciones térmicas
(63°C por 30 minutos) la sobrevivencia de L. salivarius encapsulado fue de 2,0 log
cfu mlIt mientras que en el probidtico sin encapsular no lograron detectarla. Por otro
lado, al almacenar las bacterias encapsuladas a 4°C por 20 dias, la viabilidad fue 3

veces mayor que aquéllos sin encapsular.

Dentro de las técnicas mencionadas la mas utlizada por la industria es la
emulsificacién dado que se logran obtener microparticulas mas homogéneas y con
menor dispersion de tamafio. Luego se utiliza, generalmente la gelificacion

ionotrépica, para lograr una mejor resistencia mecanica.
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2.2 Fisicas

Dentro de los principales métodos fisicos de encapsulacién de probibticos se

encuentran: secado por aspersion (SA), liofilizacion (LI) y extrusion (EX).

El secado por aspersién corresponde a la transformacion de un fluido en un material
sélido, atomizandolo en forma de pequefias gotas en un medio de secado a
temperatura entre 60°C y 150°C Haffner et al 2016. Este método de encapsulacion
es el mas empleado en la industria alimentaria y a nivel investigativo, debido a que
es rapido, de bajo costo, adaptable a los equipos en fabrica, presenta
monodispersion, puede utilizarse en procesos continuos y en masa, entre otros. Sin
embargo, algunos autores han reportado perdidas en la viabilidad del encapsulado
debido a las altas temperaturas utilizadas. Leylak et al (2020) optimizaron los
parametros de operacion del secado por aspersion para encapsular L. acidophilus
LA5 en una matriz de suero de leche (WP)/goma arabiga (GA) con la finalidad de
incorporarlos a un yogurt premium artesanal. Ademas, evaluaron la viabilidad del
probidtico encapsulado durante el almacenamiento a 4°C por 28 dias y tras ser
incubados a condiciones gastrointestinales simuladas. La eficiencia maxima de
encapsulacion fue de 93.95% vy la eficiencia maxima de producciéon del 48.36%
cuando la temperatura del aire de entrada fue de 140°C, el flujo volumétrico fue de
0.485L h?! y la relacion WP:GA 0.83:0.17. Al ser expuestos a fluidos
gastrointestinales obtuvieron una tasa de sobrevivencia del 89.16% y la pérdida de
viabilidad de los encapsulados al término del almacenamiento fue solamente de un

2.86%, inferior a los probiéticos libres (31.43%). Nunes et al (2017) también
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en;a;sularon Lactobacillus acidophilus LA5 por medio de SA, pero ellos utilizaron
distintas matrices basadas en goma arabiga, inulina, almidon resistente (Hi-maize)
y trehalosa e investigaron la eficiencia de encapsulacion, la resistencia térmica, la
viabilidad al ser sometidos a condiciones gastrointestinales y de almacenamiento a
3 diferentes de temperaturas. Concluyeron que las matrices inulina y de maiz
presentaron la mayor eficiencia de encapsulacion con 93.12% y 94.26%,
respectivamente, mientras que la matriz trehalosa proporciondé la mayor proteccién
y resistencia térmica. El almidon resistente mostr6 mayor proteccién contra los
fluidos gastrointestinales, lo cual fue corroborado con la mayor viabilidad del 92%
observada en los probiodticos encapsulados. En cuanto a la estabilidad durante el
almacenamiento, soélo las microparticulas de trehalosa y almiddn resistente
presentaron menores pérdidas de viabilidad en frio, alrededor de un 19.4%, en
comparacion al 29.27% de reduccion en las demas matrices. Hernandez-Lopez et
al (2018) estudiaron como optimizar el proceso de secado por aspersion para
encapsular Lactobacillus pentosus en una mezcla de almidén/pulque. La mayor
eficiencia de encapsulacion (98%) fue alcanzada a una temperatura de 100 °C y
con 30% de sélidos totales, con lo cual obtuvieron una viabilidad de 9 log cfu mLty
tras ser expuesto a condiciones de almacenamiento a 4°C el encapsulado mostré

alta resistencia a las sales biliares (>98.9%) y al pH bajo (100%).

La liofilizacién, corresponde a la separacion del agua u otro solvente de una
disolucién por medio de la congelacion y posterior sublimacion del hielo producido
a presion reducida. Este método requiere alto consumo de energia, largos periodos

de tiempo, puede provocar que las bacterias resulten cortadas por los cristales de
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hi(‘aﬁi-(iJ; impartir condiciones de estrés por alta osmolaridad. Sin embargo, evita la
oxidacion, tiene polidispersion reducida y es de facil utilizacién en la industria
(Haffner et al., 2016). Moayyedi et al (2017) realizaron encapsulamiento de L.
rhamnosus ATCC 7469 en matrices de proteina de suero (WPI) adicionandole
inulina (WPI/IN) y goma persa (WPI/IN/PG) y utilizando diferentes técnicas:
liofilizacién, secado por aspersion y electropulverizacion. Ellos estudiaron: i)
viabilidad en fluidos gastrointestinales y fluidos biliares simulados, ii) el tipo de
encapsulacion y iii) el almacenamiento durante 24 semanas a 25°C. Determinaron
que la tasa de viabilidad de L. rhamnosus fue significativamente mayor en el
encapsulamiento por liofilizacion (60%) que en el secado por aspersion (58.25%) y
la electropulverizacion (51.5%). En el caso del almacenamiento reportaron que el
probidtico liofilizado presentd una mejor viabilidad (10.12 log cfu mLt) comparada
con los otros dos métodos. Shu et al (2018) encapsularon a L. acidophilus por
liofilizacién utilizando crioprotectores e investigaron la supervivencia durante el
almacenamiento en condiciones bajas de temperatura. Los crioprotectores
evaluados fueron trehalosa, Na:HPO4, lactosa y leche desnatada en polvo. Ademas,
estudiaron la viabilidad de los encapsulados incorporados en leche de cabra tanto
en polvo como en tabletas durante el almacenamiento por 180 dias a 25°C, 4°Cy
-18 °C. Los resultados arrojaron una alta tasa de supervivencia tras la liofilizaciéon
(93.9%) en comparacion con el control que solo alcanzé el 36.6%, Para las
condiciones de almacenamiento de los encapsulados la mayor viabilidad fue
reportada a -18°C (11 log cfu g'1) en cambio a temperaturas mas altas la viabilidad
fue por debajo de los 10 log cfu g*). Por otra parte, la viabilidad de los probiéticos

encapsulados a baja temperatura en leche de cabra con formato tabletas fue mayor
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so&;lo recomendado (> 6 log cfu g*)- Jang et al (2019) por medio de la liofilizacién
encapsularon Lactobacillus plantarum en &cido-poli-y-glutdmico (y-PGAasw) Y
evaluaron la viabilidad en diversas condiciones de estrés: i) al proceso de
liofilizacion, ii) exposicion a fluidos gastrointestinales, y iii) a la adhesion intestinal
en Caco-2, el cual son lineas celulares adenocarcinoma colorrectal humano
utilizadas como modelo principal de la barrera epitelial Reportaron que el probiotico
encapsulado al término del proceso de liofilizacion redujo la viabilidad en 0.19 log
cfu mL2. Por otro lado, las bacterias sin encapsular al ser expuestas en fluidos
gastrointestinales simulados durante 1 hora no sobrevivieron, mientras que los
probidticos encapsulados solo redujeron su viabilidad en 0.3 log cfu mL™. En la
prueba de adhesion intestinal a Caco-2 se establecié que la mayor tasa de adhesion
(35.9%) se logro con los probidticos encapsulados en y-PGAuqo al 0.25% en cambio
para los no encapsulados solo fue de un 24.52%.

En la Tabla 2.1 se presentan un resumen con los estudios mas recientes de
encapsulacion de probioticos a través de los principales métodos quimicos y fisicos
usados, asi como, el tipo de matriz de encapsulacion y resultados mas relevantes

de cada investigacion.

Tabla 2.1: Métodos de encapsulacion de probidticos.

Métodos de Tipo de Probidtico Matriz de )
» » y Resultados Referencia
encapsulacién  encapsulacion encapsulado encapsulacion
. . fructooligosacérido proporciono
_ o ; Alginato/gelatina; .
Quimico Gelificacion Lactobacillus ) . una red mejorada resultando Guedes et al
. ; . Alginato/gelatina/f ’ .
i6nica acidophilus poros mas pequefios y una red 2018

ructooligosacarido .
mas interconectada
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Mayor estabilidad contra el

Gelificacion . . Acido dafio acido
o L. acidophilus ] ] ) )
ibnica fitico/quitosano Mayor tasa supervivencia con
CaCOs;
» ; ; Proteina de
Coacervacion L. acidophilus ; Mayor efecto protector
suero/pectina
L. paracasei
subsp. Proteina de Mejora la viabilidad en pH 2.
Coacervacion Paracasei suero/goma Tasa viabilidad de un 86%
L. arabica coaservato se disuelve a pH 7
paraplantarum
-~ ; 7 log cfu g* durante 6
Secado por Bifidobacteriu
» Suero leche semanas en postre
aspersion m Bd-12 . . _ -
Baja supervivencia en Bilis
Tasa encapsulacion 93.95%
Secado por L. acidophilus Suero en polvo Tasa produccién 48.36%
aspersion LA-5 Goma arabiga Reduccion viabilidad entre
10.84% y 24.54%
Tasa encapsulacién 100%
Fisi Extrusion L. bulgaricus Alginato-Leche Disminucion viabilidad de un
isico
7.41%
S. - .
. . . . Proteccion contra condiciones
Extrusion thermophilus Alginato de sodio
) extremas de secado
L. bulgaricus
o Acido poli- Mejor adherencia en células
Liofilizacién L.plantarum o
glutdmico Caco-2
L. casei Maltodextrina/inuli
o ATCC-393 na Mayor estabilidad tras la
Liofilizacién ] L o
L. rhamnosus  Maltodextrina/fruc adicion de inulina
ATCC-9469 tooligosacérido

Kim et al 2016

Gebera et al
2013

Bosnea et al.,
2014

De Castro-
Cislaghi et al.,
2012

Leylak et al.,
2020

Shi et al 2013

Seth et al 2017

Jang et al
2019

Rodriguez-
Barona et al
2016

Fuente: Elaboracion propia

La extrusion como meétodo fisico de encapsulacion de probidticos consiste en
producir pequefias gotas de material encapsulante mediante el paso forzado del
fluido a través de una aguja de jeringa o boquilla, asi los microorganismos son

agregados a la solucion hidrocoloide, cuya suspension se hace gotear sobre una
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solucmn de endurecimiento (de Vos et al., 2010; Yafez et al., 2002). Acorde con
Burgain et al (2011) y Solanki et al (2013), la extrusién es una técnica simple y
econdémica, no dafia al probidtico, no utiliza solventes nocivos y los encapsulados
presentan alta viabilidad, pero a gran escala es dificil de utilizar debido a la
formacién lenta de microperlas, posee una eleccion limitada de material de pared o
cubierta y presenta alta polidispersidad. El estudio de Seth et al (2017) demostro
gue la microencapsulacion por extrusién de S. thermophilus y L. bulgaricus en
alginato de sodio es una técnica eficaz para protegerlas contra condiciones de altas
temperatura (148 °C). Se establecio que la tasa de supervivencia es directamente
proporcional a la concentracion de alginato de sodio e indirectamente a la presion
de aire de la boquilla. La tasa de supervivencia alcanzada para L. bulgaricus y S.
thermophilus fue de 72.8% y 24.8%, respectivamente. Un incremento en la
viabilidad de Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 encapsuladas mediante
extrusion en alginato/mucilago fue reportado por Dokoohaki et al (2019). A 72 °C se
obtuvo una disminuciéon de 2 log cfu mL?! en los probiéticos encapsulados en
comparacion con los probiéticos libres (disminucién de 7.5 log cfu mL?). En
condiciones fluidos gastrointestinales simuladas la supervivencia del probiético
encapsulado fue de 67.85% mientras que los libres fueron del 62.34%. Al ser
almacenados por 21 dias a 4°C tras incorporar tanto los encapsulados como las
bacterias libres de L. rhamnosus en un postre de leche, la tasa de viabilidad
disminuy6 en un 12.5% para los lactobacilos encapsulados y un 28.57% para las
bacterias libres. Mahmoud et al (2020) compararon matrices alginato (Alg),
alginato/leche desnatada (Alg-Sm), alginato/dextrina (Alg-Dex), alginato/proteina

suero de leche desnaturalizado (Alg-DWP) y alginato/quitosano (Alg-Ch) para
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en;a;sular Lactobacillus plantarum utilizando la extrusion como técnica de
encapsulamiento, Concluyendo que: i) s6lo Alg-Sm mantuvo la viabilidad de las
bacterias por sobre las 6 log cfu g durante el proceso de pasteurizacion (65 °C, 30
min), ii) Alg-Ch y Al-sm proporcionaron una mejor supervivencia en fluidos
gastrointestinales simulados, iii) Alg-Dex mostraron pérdida de viabilidad a
concentraciones de NaCl entre 3% y 5%, iv) el encapsulamiento no afect6 la
actividad metabdlica de las bacterias atrapadas, v) en condiciones de
congelamiento sélo Alg-DWP mejoré la supervivencia y vi) observaron un aumento
en la viabilidad del probidtico en todos los encapsulados tras ser almacenados en

condiciones de refrigeracion (4°C) durante 4 semana.

Capitulo 3. Matrices biopoliméricas

La utilizacion de matrices biopoliméricas para encapsulamiento de bioactivos como
los probioticos, es de interés para aplicaciones en la biomedicina dado que son
compatibles con la mayoria de los tejidos vivos, poseen superficies hidrofilicas que
contribuyen a una reduccion en la adherencia de las proteinas o células. Su
estructura porosa puede modularse permitiendo una alta capacidad de suministro de
bioactivos, ademas, permite protegerlos del entorno y pueden ser liberados en el
colon. Estos encapsulados son biodegradables, pueden ser hidrolizados por enzimas
del tracto gastrointestinal, son sensibles tanto al pH como a la temperatura y campo
electromagnético por lo que se le atribuye el ser un material inteligente para el

transporte y suministro de probioticos.
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Dentro estos biomateriales poliméricos, el almidén y la pectina estan siendo de gran
importancia para la industria e investigadores debido a que el almidon es una materia
prima de bajo costo, es el segundo polisacarido mas abundante de nuestro planeta,
puede ser modificado o bien afiadido a otros polimeros (Chavarri et al., 2012; Cruz-
Benitez et al., 2019). Ahora bien, al ser biocompatible lo hacen ser un polimero de
importancia para diferentes aplicaciones como por ejemplo la adsorcién de
colorantes y metales, en la agricultura, preservante de alimentos, productos para el

cuidado personal, ingenieria de tejido y sistema de liberacion de bioactivos.

3.1 Pectina

La pectina (Figura 3.1) es un heteropolisacarido vegetal cuya unidad fundamental
es el acido D-galacturénico unido por enlaces a(1-4) glucosidico con algunos grupos
carboxilicos metilados. Existen dos formas: i) alto metoxilo (HM) y ii) bajo metoxilo

(LM) (Yoshimura, 2005; Agudelo et al, 2014).

COOH COOCH3

OH OH
o Q
OH OH
™ OH OH Vi
o O o o o o O
OH COOCH3 OH COOH

Figura 3.1: Representacion quimica de la pectina. Fuente: Zegeda, 2015
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La formacion del gel de pectina depende de la estructura, del agente reticulante, de
la temperatura y del pH. Para la sintesis del gel utilizando pectinas de alto metoxi
(HM) se necesita un pH < 3.5 y altas concentraciones de azucar (Gawkowska et al.,
2018) en cambio al ocupar pectinas de bajo metoxilo (LM) forman geles en presencia
de cationes divalentes como Ca*? a pH entre 2 a 6. Se ha evidenciado que a menor
concentracion de pectina en el sistema encapsulante genera uniones débiles con el
agente reticulante haciendo que el gel tenga baja resistencia mecéanica, alta
porosidad y poca proteccion para el bioactivo encapsulado. Para contrarrestar esto,
se agrega almidon o salvado de arroz para que actuen como relleno y asi aumentar
el efecto protector para el suministro de los bioactivos (Chan et al., 2011; Fang et al.,
2008). Li et al (2019) determinaron la eficiencia de encapsulacion de Bifidobacterium
breve CICC6182 en pectina LM y la viabilidad tanto en el almacenamiento a tres
temperaturas distintas (-20°C, 4°C y 25°C) por 13 semanas como a la exposicion a
fluidos gastrointestinales simulado. Los resultados evidenciaron que la eficiencia de
encapsulacion fue del 99% y después del tratamiento en fluidos gastrico simulados,
la viabilidad de los probiéticos encapsulados decrecié en 1.76 log cfu g en
comparacion a las bacterias libres (decrecié 4.82 log cfu g?). En tanto para el
almacenamiento a bajas de temperatura, las bacterias encapsuladas presentaron
una disminucién de 1.5 log cfu g, comparado con las células libres (4 log cfu g2).
Gebara et al (2013) evaluaron la viabilidad de los Lactobacillus acidophilus LA5
encapsulados en pectina LM (P) y pectina/suero leche (P-S) en dos condiciones
gastrointestinales simulada, CGS1 (pH1.2 -7) y CGS2 (pH 3-7) y al exponerlos a un

tratamiento térmico (80°C por 15 min.). La viabilidad después de la encapsulacion
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fuede 8 log cfu g para todos los encapsulados sintetizados. Por otra parte, la
viabilidad de las células encapsuladas en P (5.45 log cfu g!) finalizado el tratamiento
CGS1 fue mayor que en los encapsulados con P-S (5.22 log cfu g') mientras que en
el simulado CGS2 la viabilidad fue mayor en las bacterias libres (3.55 log cfu g?1).
Determinando que la adicion de pectina LM a la matriz polimérica entrega proteccion

a las bacterias probidticas en condiciones de pH &cidas.

3.2 Almidon

El almidon es un polisacéarido de reserva energética mas abundante y se encuentra
en tubérculos como la papa, el maiz, los cereales y las legumbres. Este polisacarido
presenta dos regiones una amorfa y otra cristalina, en donde la amorfa consiste en
moléculas de glucosa unidas entre si por medio de enlaces glucosidicos a(1-4)
denominada amilosa (Figura 3.2) que dispone una estructura helicoidal enrollada
alrededor de un eje central, por ende los grupos hidroxilos estan dispuestos hacia
el exterior logrando que el interior sea hidréfoba y la region cristalina de estructura
ramificada a través de enlaces glucosidicos a(1-6) cada 15 o 25 unidades de
glucosa denominada amilopectina (Ismail et al., 2013). ElI almidén, se ha
considerado durante muchos afios como un polimero con un alto potencial para la
elaboracién de matrices biopoliméricas debido a su bajo costo, disponibilidad y
biodegradabilidad. Sin embargo, la naturaleza hidréfila de las cadenas del almidon
lo hace sensible a la humedad del medio ambiente; por lo que, la mezcla de almidén
termoplastico con polimeros biodegradables menos hidréfilos es una opcion para la

produccion de peliculas que sean mas resistentes al agua (Ismail et al 2013).
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SCH>OH

Figura 3.2: Representacion esquematica del almidén. A, Amilosa. B, Amilopectina. Fuente: Nawaz et al., 2019.,

con modificaciones.

El almiddn nativo al ser ingerido es hidrolizado por las enzimas pancreaticas y para
evitar la degradacion se han incorporado otros polimeros como es el caso de la
pectina debido su gran utilizacion en formulaciones como excipientes en
medicamentos. Esto se debe a que la pectina es resistente al acido gastrico y a

enzimas gastrointestinales, pero no asi a las enzimas colonicas (Dafe et al 2017).

En la Tabla 3.1 se puede apreciar una alta tasa de encapsulacion en estudios con
biomatrices basadas en pectina, alginato y almidén. Ademas, la gelificacion i6nica

es el método fisico-quimico mas usado en la encapsulacion de probidticos.
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Tabla 3.1: Matrices basadas en polisacaridos para la encapsulacion de probidticos

Matriz de

Método de

Probiético

Tasa de

Tasa

encapsulacion encapsulacion  encapsulado encapsulamiento  sobrevivencia Referencia
o ; Gelificacion L. fermentum . . Martin et al,
Almidon/Alginato i6nica interna CECT5716 S et 2013
Secado por L. plantarum Tantratian y
Almidén soluble K ) 94,9 % 90,9% Pradeamchai
aspersion FT35
, 2020
Almidon ceroso :
Almidén Secado por L. pentosus 99,22 % 99,23% Sl izt
- aspersion et al, 2019
modificado
. e, Chotiko y
Pectina/Salvado Gelificacion .
de arroz i6nica interna L. plantarum 95 % 86,3% Sathivel,
2016
Pectina/Suero Gelificacion L. acidophilus 2 8 Gebara et al.,
leche ionotropica LA5 S Siel A 2013
Carine et al.,
Pectina Liofilizacién B. breve 99 % 67.04% 2020
Li etal, 2019

Fuente: Elaboracién propia

La utilizacion de almiddn y pectina para la preparacion de encapsulados presentan
desventajas que son inherentes para la administracion de probidticos. La alta
solubilidad en agua facilita la liberacién prematura de las bacterias probioticas. De
ahi la necesidad de contar con refuerzos y/o aditivos que conduzcan a mejorar las
propiedades de las matrices. La incorporacion nanomateriales como refuerzo de la
matriz polimérica proporciona mejoras en las propiedades mecanicas, de barreray,
ademas, térmicas de la matriz encapsulante. Un ejemplo de estos refuerzos son las
nanocelulosas, biopolimero con alta area superficial, y grupos funcionales que
permiten la interaccion con otras moléculas mediante modificaciones quimicas
permitiendo asi que la matriz polimérica adquiera mayor rigidez o pueda ser mas

flexible, pueda disminuir o aumentar el tamafio de poro, puede actuar como

22



3 UNIVERSIDAD
& SAN SEBASTIAN

crioprotector y permiten una entrega controlada del bioactivo en el colon (Keivani et

al 2015; Zhang et al 2018; Jayani et al 2020; Razavi et al 2021; Mettu et al 2021).

3.3 Nanocelulosa

La nanocelulosa se puede obtener desde diferentes materias primas siendo estas,

plantas, tunicados, bacterias y algas, y estan compuestas de celulosa.

La celulosa es un polisacérido natural de estructura lineal que se compone de
glucosa unida por enlaces beta (1,4)-glucosidico siendo su unidad repetitiva los
dimeros de celulosa denominados celobiosa como se puede apreciar en la Figura

3.3.

Onmminx

H

Figura 3.3: Representacion esquemética de la estructura quimica, sus uniones por puente de hidrégeno
intramolecular e intermolecular en la region cristalina de la celulosa. En verde representa el terminal reductor y
en rosa, representa el terminal no reductor. Fuente: Lin & Dufresne, 2014.

Esta cadena lineal de mondmeros de glucosa forma una estructura parecida a una

silla plana como se puede apreciar en la figura 4, en donde es soportada por fuerzas

23



R  UNIVERSIDAD
¥/ SAN SEBASTIAN

demi;lit;raccién como las Van der Waals, asi como también por puentes de hidrogeno
unidas de forma intra e intermolecular permitiendo que se construya un arreglo
cristalino, ademas a lo largo de la cadena que unidas forman parte de la estructura
conocida como microfibrilla. Esta estructura ademas de poseer regiones 0 zonas
cristalinas presenta regiones amorfas produciendo una desviacién en segmentos
acotados generando que las microfibrillas se inclinen y retuerzan (Abdul et al., 2014)
La celulosa posee biocompatibilidad, es biodegradable y no es tdxica. Asimismo,
ésta posee alta resistencia a la traccion y madulo elastico que estaria entre 130 GPa
y 150 GPa, respectivamente, area especifica alta, baja densidad (1.6 g/mL),
biodegradable, lo cual lo hacen un material con amplias aplicaciones tales como

refuerzo en materiales 6pticos, electroconductores y biomédicos.

Segun la morfologia, el tamafo y las técnicas de preparacion de la celulosa se
pueden clasificar principalmente en 2 categorias (Tabla 3.2): nanocristales de
celulosa (CNC o NCC) o también denominadas nanowhiskers y a las nanofibras de

celulosa (NFC o NCF).

Tabla 3.2: Subcategoria de las nanocelulas, fuente y tamafio promedio.

] Tamafio
Tipo de o o )
Pseuddnimo Fuente de obtencién promedio de la
nanocelulosa
estructura
; Celulosa nanocristalina (CNC), Madera, algodén, Longitud: 100-250
Nanocristales de ; ; » . .
bigotes o varillas de celulosa, cafamo, paja de trigo, nm
celulosa (NCC) ; ; ) >
nanowhiskers o whiskers agave, algas, bacterias Diametro: 5-70 nm
) o Madera, remolacha, Longitud: Varios
Nanofibra de Celulosa nanofibrilada, (NCF), L ) ) o
i cafiamo, paja de trigo, micrémetros
celulosa (NFC) nanofibra ] y
vegetales, bacterias. Diametro: 5-60 nm

Fuente: Abdul Khalil et al., 2014
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Las nanocelulosas poseen areas superficiales relativas elevadas en comparacion a
la celulosa. Esto implica que, al realizar modificaciones superficiales, las
nanocelulosas pueden formar estructuras como peliculas o hidrogeles que son
mecanicamente mas estables, por lo que estan siendo utilizadas como refuerzo o
relleno demostrado ser candidatos prometedores para aplicaciones biomédicas
como administracion de farmacos o drogas o bien como andamios para la

regeneracion de tejidos.

Una de las particularidades de la superficie de estas nanoestructuras de celulosa
es que pueden ser modificadas por métodos quimicos para mejorar la adherencia
interfacial y dispersion en la matriz polimérica. Las técnicas de modificacion mas
utilizadas son: la esterificacion, oxidacion, amidacion, carbamacion, sustitucion
nucleofilica, sililacion e injerto de polimeros (Eyley y Thielemans, 2014; George y

Sabapathi, 2015).

Capitulo 4: Justificacion

Los probidticos son incorporados principalmente en productos basados en lacteos,
como se menciond anteriormente, sin embargo, no todas las personas pueden
tolerar la ingesta de estos productos, manifestandose sintomatologias digestivas de
caracter moderada a severa como diarrea, vomitos, colicos, ulceras bucales, dolor

muscular, problemas cutaneos, astenia, aumento de la frecuencia de miccién, dolor

25



| UNIVERSIDAD
¥ SAN SEBASTIAN

de cabeza, borborigmos, dolor y distensién abdominal, en donde estos sintomas

son provocados por la enfermedad denominada intolerancia a la lactosa.

La intolerancia a la lactosa (IL) es un trastorno que posee una prevalencia variable
que depende del grupo étnico, sexo y edad de la persona. Acorde con Fernandez
(2017), se estima que a nivel mundial dos tercios de la poblacion tiene este trastorno
(Figura 4.1) siendo principalmente los asiaticos (90% y 100%), luego la poblacién
africana y arabe (80%) mientras que la poblacién europea solo se ve afectada por
un 15%, en cambio la prevalencia en américa latina es de un 57% aproximadamente
y en nuestro pais estas cifras no distan mucho de estos indices (Accinelli et al.,
2017).

2L
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Figura 4.1: Representacion grafica de la distribucion geografica de la poblacion mundial con intolerancia a la

lactosa. En azul, individuos lactasa persistentes y en rojo, lactasa no persistente. Fuente: Szilagyi y Ishayek,

2018.
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Asimismo, la IL esta relacionada con otras patologias en personas adultas, como la
osteoporosis (Hodges et al., 2019) y hoy en dia es muy dificil de evitar dado que la
lactosa no solo se encuentra en la leche, sino que esta presente en otros productos
de consumo masivo como son: las galletas, cereales, chocolates, pan y productos
horneados, sopas y cremas, embutidos y otros productos carnicos, salsas, dulces,

snack y en distintos tipos de farmacos como excipiente (Fassio et al 2018).

Es por esto por lo que existe la necesidad/oportunidad de desarrollar biomateriales
compuestos e inteligentes capaces de encapsular microorganismos probioticos que
puedan ser agregados o afiadidos a diferentes productos sin lactosa y de consumo
masivo, capaces de soportar los fluidos gastrointestinales y que lleguen al intestino
grueso para su liberacion. Las matrices biopoliméricas deberan tener propiedades
especificas para la encapsulacion de probidticos tales como biocompatibles, de facil
adquisicion, de soportar condiciones adversas del sistema digestivo, que solo sean
hidrolizadas por enzimas del intestino grueso, que sean estables a periodos largos
de almacenamiento (> 90 dias) tanto en frio como a temperatura ambiente, tenga
resistencia mecanica, que la eficiencia encapsulacion sea mayor al 95% y que la
viabilidad de las bacterias probidticas (> 7 log cfu mL') se mantenga durante todo el

tracto gastrointestinal.

Es por esto que en este proyecto de tesis se planteard el desarrollo de un
encapsulado de Lactobacillus sp., mediante extrusion/gelificacion ionotropica

utilizando una matriz biopolimérica de pectina/almidén/nanocelulosa con la finalidad
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gue la bacteria probiética pueda soportar las condiciones gastrointestinales adversas

y pueda ser liberada controladamente en el colon.

Capitulo 5 Hipotesis y Objetivos
5.1 Hipotesis

5.1.1 Bionegocio

La encapsulacion del Lactobacillus sp. en la matriz biopolimérica permite la
elaboracion de un nuevo producto comercial con aplicacion en productos
diferentes a lacteos y sus derivados, contribuyendo significativamente a la
ingesta de probioticos en un mayor numero de usuarios con nuevas

alternativas de consumo.

5.1.2 Hipotesis cientifica
La encapsulacién de Lactobacillus sp., en matrices poliméricas basadas en
pectina/almidén/nanocelulosa permite igual o mayor viabilidad tras ser

liberados en el colon en comparacién con aquéllos utilizados comercialmente.

5.2: Objetivo
Desarrollar matrices poliméricas basadas en pectina/almidén/nanocelulosa para la
encapsulacion y administracion de Lactobacillus sp., en productos de consumo

masivo diferentes a lacteos.
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5.2.1 Objetivos Especificos
|. Preparar y enviar articulo de revision con estado del arte

[I. Elaborar proceso creativo de la propuesta de valor del producto comercial

ActivBioPlus

Capitulo 6 Metodologia

6.1 Proceso creativo

Como proceso creativo se utilizo la metodologia del Desing Thinking (Figura 6.1).
A continuacion, se describen las etapas que se llevo a cabo para el desarrollo del

modelo creativo propuesto:

\ . R A {

- Business Model - Transferencia Tecnoldgica
- Recolectar CANVAS Anilisis Fi .
-El problema - Estado del arte - Desarrollo matriz polimérica - Anallsis Financiero
-Busqueda de informacion - Método de encapsulacion

I
L/ g L

Figura 6.1: Esquematizacion de las etapas del Design Thinking del proyecto.

1. Empatizar: Para este primer paso se realiz6 una observacion en el entorno
detectando la necesidad de adquirir un producto que beneficie a la salud,
gue sea asequible, econdmico, sin procedencia animal, que no presente
problemas digestivos tras la ingesta de productos lacteos y sus derivados,

que sea natural y pueda ser combinado con otros productos alimenticios. A
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en el mercado es la falta de productos alimenticios (tanto lacteos como no
lacteos) que al ser administrados por via oral no generen reacciones
adversas como alergias, colon irritable o algin otro problema digestivo y que

ademas favorezcan la salud de las personas.

Definir: En este paso, se realizé la busqueda de informacion y del estado del
arte sobre compuestos capaces de entregar algun beneficio a la salud, que
puedan ser administrados via oral y que no presenten problema en la
digestion de las personas. Tras esta recopilacion de datos se determino que
la ingesta regular de bacterias probioticas favorece la salud por lo que la
busqueda estuvo centrada en el desarrollo de una matriz biopolimérica que
sea capaz de trasportar estas bacterias hacia el intestino grueso. Ademas,
debido a la prevalencia de IL en nuestro pais la matriz estaria basada en
polisacaridos. Se determind como candidatos el almidon, la pectina y las
nanocelulosas y como bacteria probiotica la mas utilizada en la industria

alimentaria siendo ésta la Lactobacillus sp.

Idear: En esta etapa, se confecciond el modelo de negocio que sustenta el
desarrollo y la propuesta de valor de ActivBioPlus. Se propuso como
propuesta de valor el desarrollo de un encapsulados de Lactobacillus sp
basados en matriz polisacéridos de pectina/almidén/nanocelulosa como un
suplemento alimentario que ser consumido por personas intolerantes a la

lactosa y pueda ser integrado como un ingrediente a alimentos de consumo
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masivo como tortas, bebidas de fantasia, jugos, cereales entre otros.

Se establecié el segmento de clientes, los canales, la estructura de ingresos
y costos asociados, las alianzas estratégicas que permiten el desarrollo del
producto, la relacion con el cliente, proveedores claves y los recursos y

actividades que son importantes para que el producto pueda ser creado.

4. Prototipar: Se establecié el prototipo a desarrollar el cual consistio en la
encapsulacion de Lactobacillus acidophilus mediante la matriz biopolimérica
de pectina/almidén/nanocelulosa por medio de la extrusion seguida de una
gelificacion ionotropica con cloruro calcico para finalmente realizar liofilizacion

y asi obtener un polvo.

5. Evaluar: Se defini6 como estrategia de negocio el modelo lineal de la
transferencia tecnoldgica desde la Universidad hacia la empresa. Ademas,
se determiné la viabilidad econdmica del proyecto utilizando como

herramientas el VAN, TIR y ROl a un plazo de 5 afios

6.2 Modelo de negocios

Business Model Canvas fue utilizado como modelo de negocio (Figura 6.2).
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Empresa
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‘ Canales
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¢ -
Estructura de Fuente de
Costos J Ingresos

Figura 6.2: Representacién del Business Model Canvas. Fuente: Osterwalder & Pgneur, 2011 con

modificaciones.

Para visualizar de mejor forma los bloques del Business Model Canvas se dividio

en dos areas: Empresa y Mercado tal como se describen a continuacion:

A. Empresa

- Estructura de costos:

Se identificaron los costos asociados que implican a los recursos y actividades
claves que son importantes para el desarrollo del producto, asociaciones
implicadas en la fabricacidbn y equipos necesarios, remuneraciones de los

colaboradores, entre otros (Tabla 6.1)

Debido a que los equipos e insumos como materias primas son importados se

utiliz6 como moneda de paridad el délar americano (USD) tasado en peso chileno

32



W  UNIVERSIDAD
)SAN SEBASTIAN

(CLP) a $734 con fecha 8 de junio de 2021 para efecto del andlisis financiero lo
cual se puede observar en la Tabla 6.1. Estos precios incluyen impuestos,

seguros, flete e impuestos aduaneros.

Tabla 6.1: Costos asociados al desarrollo del producto ActivBioPlus

item Sub item Cantidad Unidad Costo Unitario (U$D)
Almidon 100 Kg 20
Pectina 150 Kg 41
Materia Prima Nanocelulosa. 25 Kg 100
Cloruro de Calcio 25 Kg 5
Medio MRS 5 Kg 200
Probiotico 25 Kg 16
Arriendo Magquinaria y Terreno 60 Mes 2100
Lider Proyecto 1 Mes 2452.32
Remuneracion Prol‘esi.onal 1 Mes 2082.4
Técnico 2 Mes 1771.12
Otros 2 Mes 780.45
Certificados de Calidad Laboratorio ETFA 20 Unidad 1021.8
Difusion Marketing 6 Anual 1362.4

Fuente: Elaboracion propia

- Recursos Claves:

Los recursos claves que fueron considerados necesarios para dar cumplimiento
a la propuesta de valor de ActivBioPlus son los colaboradores como el Lider de
proyecto, los profesionales, los técnicos y otro personal categorizado como
alumnos tesistas tanto de pregrado como de postgrados, lo que permitiria una

mejora continua en el producto.

También otro recurso importante que fue considerado es la emisién de certificado
de calidad e inocuidad alimentarios avalados por laboratorios ETFA acreditados

bajo normas internacionales, como INTA de la Universidad de Chile, Empresa SGS

Chile y AENOR Chile.
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- Socios Claves o Estratéqgicos:

Los socios estratégicos que permitirian el desarrollo de ActivBioPlus fueron
seleccionado por su vasta trayectoria en el desarrollo de [+D+i y por sus
capacidades tecnolégicas siendo el Centro de Polimeros Avanzados (CIPA) quien
se encargara del desarrollo de esta tecnologia, ademas de la Universidad San
Sebastian como pilar fundamental en el Know-How. Otra de las empresas que
formara parte de la alianza estratégica sera AENOR Chile como empresa

certificadora de la inocuidad de ActivBioPlus.

- Actividades Clave:

Se propuso como actividades clave el marketing tradicional y el marketing digital
siendo este ultimo de gran importancia para la difusion del producto en las redes
sociales para alcanzar el nicho de mercado propuesto.
Se contara con certificados de inocuidad alimentaria emitidos por la entidad
certificadora correspondiente. Se propondré el desarrollo de una pagina web

para dar a conocer a ActivBioPlus a los clientes.

B. Mercado

- Relacién con el Cliente:

Se establecerd principalmente una relacién directa con el cliente permitiendo un
vinculo estrecho (contratos a medio y largo plazo) y personal en donde se estara

siempre en contacto con los clientes preguntando y asesorando en todo momento
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Para ello se contara con encuestas semestrales y bianuales enviadas digitalmente
por medio de email que permitird una mejora continua en el producto basado en la
experiencia del cliente, ademéas de una linea directa via telefénica u otro medio

como Whatsapp empresarial o Telegram.

- Segmento de Clientes:

ActivBioPlus estaré dirigido a mejorar la calidad de vida de las personas con algun
problema digestivo que tras la ingesta de lactosa tanto directa como indirecta se
vean perjudicadas, pero también a personas que consuman productos que

beneficien su calidad salud.

- Fuente de Ingreso:

Se propone como principal fuente de ingreso fondos concursables tanto publicos
como privados. También el levantamiento de capital por medio de inversionistas a
través de crowfunding, inversores angeles, propiedad intelectual, transferencia

tecnoldgica y venta indirecta de ActivBioPlus

- Canales:

Como canales se contara con la cadena de distribucion del Retail, de las
farmacéuticas y de las tiendas especializadas para que asi, la experiencia del
cliente sea positiva y agradable con la finalidad de abarcar todo el territorio

nacional. También el producto se ofrecerd por medio de la pagina web.
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6.3 Estrategia de negocio

La Figura 6.3 muestra un modelo lineal de transferencia tecnolégica (Universidad

- Empresa) a implementar a partir del desarrollo del proyecto.

e

Universidad / ® Bdsica

Gento ‘ 1. Investigacion o Aplicada
Investigacion

PALEICUEEIREN . igilancia Tecnolgica
Inversion

* Propiedad Intelectual

3. Valorizacion o e i s
¢ Viabilidad econémica

N\

® Paquetizacion Tecnoldgica
* Contratos

* Licencias

N\ * Know-How

4

4. Comercializacion

Empresa / Mercado

Figura 6.3: Esquematizacion de la estrategia de negocio a utilizar. Fuente: Elaboracion propia

A continuacion, se definen las etapas de la estrategia de negocio:

1. Investigacion: En esta fase se llevo a cabo la investigacion basica/aplicada
gue conllevo al desarrollo de esta propuesta acorde al paso | del proceso

creativo.

2. Potencial de inversion: En este paso se realizo la vigilancia tecnolégica
segun el punto 6.3 de esta propuesta el cual se describen las herramientas,

motores de busqueda y base de datos empleadas.
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3. Valorizacion: En esta fase, tras los resultados recopilados por la vigilancia
tecnologica, se desarrollo la viabilidad econdémica tal como se describe en
el apartado 6.5 en donde se mencionan las herramientas financieras
utilizadas con la finalidad de verificar la sostenibilidad de esta propuesta
para luego dar paso a la proteccion y patentamiento de los resultados y del
producto ante el Instituto Nacional de Propiedad Intelectual (INAPI) en Chile

y/u organismo extranjero en Europa y Estados Unidos.

4. Comercializacion: Para la comercializacién se propone desarrollar paquetes
tecnoldgicos asociados al licenciamiento y al know-how del producto por
medio de contratos a mediano y largo plazo para asi dar paso a la

transferencia del conocimiento del producto hacia la empresa.

5. Empresa mercado: Se espera que la transferencia, una vez terminado la
etapa de negociacion la transferencia, sea implementada exitosamente en
la empresa para dar paso a la fabricacién del producto y su posterior

comercializaciéon en el mercado

6.4 Transferencia tecnolégica

El procedimiento de vigilancia tecnoldgica que se establecio para el desarrollo del
proyecto contemplo6 la recopilacion de informacion, revisién y analisis tanto en
motores de busqueda, bases de datos especializadas como también la utilizacién

de herramientas tales como:

- Scopus: Base de datos especializada bibliografica con resimenes y citas
de articulos revistas cientifica revisadas por expertos. Contiene mas de
3700 revistas indexadas, mas de 21000 libros y mas de 8 millones de actas

de congreso abarcando distintas areas del saber cémo tecnologia, ciencia
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y ciencias sociales

Web of Science (Wo0S): Es una base de datos especializada en informacion
cientifica perteneciente a la empresa Clarivate Analytics e integrado a la IS
Web of Knowledge. Permite la facilidad de conectar y dar acceso a revistas
cientificas, libros de todo el campo del conocimiento académico
indexadando a 10000 revistas de ciencia, tecnologia, ciencias sociales,

artes y humanidades.

Ademas, de las siguientes herramientas de transferencia tecnologica y busqueda

de patentes como:

Observatorio Virtual de Transferencia Tecnoldgica de Universidad de
Alicante (https://ovtt.org): Es una plataforma virtual que facilita la entrega de
informacion cientifica, tecnoldgica y estratégica brindando conocimiento a
la transferencia, innovacion y el emprendimiento para detectar nuevas
oportunidades de negocio y mejorar la toma de decisiones. Lens
(https://lens.org) Plataforma virtual que redne trabajos académicos
indexadas, posee busqueda de patentes con indexacion de citas, busqueda

de secuencias biologicas y colecciones de obras.

World Intellectual Property Organization (WIPO): Plataforma virtual mundial de
servicios de politicas, informacion y cooperacion en materia de propiedad

intelectual.

Google Patent: Es un motor de blsqueda de patentes y solicitudes de patentes de

Google Inc.
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La Tabla 6.2 muestra las principales patentes de invencion relacionadas con la

obtencion de encapsulados probidticos en biomatrices polimérica y la diferenciaon

con la propuesta en este proyecto. De o anterior se puede concluir que la matriz

pectina/almidon/nanocelulosa no ha sido desarrollada ni patentada en la actualidad,

por lo cual el desarrollo basado en esta propuesta generara una ventaja competitiva.

Tabla 6.2: Patentes internacionales referentes a matriz polimérica utilizada, método de encapsulacion y

probidtico encapsulado.

] o - Método de Probidtico
Patente Matriz polimérica utilizada . .
encapsulacion utilizado
o o ; » L. acidophilus
CN103283975A Almidén/goma arabiga/maltodextrina Secado por aspersion L .
. casei
US8540980B2 Hidroximetilcelulosa/pectina/almidon Liofilizacion Lactobacilus sp.
) o Lactobacillus sp
Maltodrextrina/almidén/celulosa o - )
JP2018501275A ] o Liofilizacion Bifidobacterium
microcristalina
sp.
Lactobacillus sp.
TWM559069U Trehalosa/polidextrosa Liofilizacion Bifidobacterium
sp.
Lactobacillus sp
ES2350436A1 Alginato/quitosano/frustooligosacarido Extrusion Bifidobacterium
sp.
. o Lactobacillus sp.
. ; Extrusion/gelificacion - .
CN102228235A Alginato/almidon . o Bifidobacterium
ionotropica/liofilizacion
sp.
) ) Lactobacillus sp.
Alginato/suero de leche/nanocristales
CN112544978A Gelificacion Bifidobacterium
de celulosa
Sp
Lactobacillus sp.
CN1090259245A  Almidén/Inulina/pectina/maltodextrina Secado en Frio Bifidobacterium
Sp
) ) Extrusion/gelificacion )
PROPUESTA Pectina/almidén/nanocelulosa Lactobacillus sp..

ionotropica

Fuente: Elaboracion propia
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Finalmente, se utiliz6 como una herramienta Google Alert (https://google.cl/alerts)
en donde permitié supervisar en la web nuevos contenidos mediante notificaciones

push enviadas al correo electronico una vez al dia.

Tanto en la busqueda de patentes, alertas y deteccion de sefales se emplearon

las siguientes palabras claves:

Polysaccharide

- Probiotic

- Probiotic Encapsulation

- Starch

- Pectin

Nanocellulose

6.5 Analisis econémico

Se realizo el analisis econdmico por medio de la estimacion del flujo de caja del
proyecto por medio del andlisis de sensibilidad evaluando el Valor Actual Neto
(VAN), la Tasa Interna de Retorno (TIR), el Retorno sobre la Inversion (ROI) y el

Payback en dos escenarios posibles.

Para el calculo del VAN se utilizé la férmula que se muestra a continuacion:
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VAN = Y —t — 1, (1D

En donde F: corresponde al flujo neto en un periodo de tiempo t, I es la inversion
inicial y el término k es la tasa de descuento que para fines de evaluacion se
asumio a 12%. Debido a que en el indice IPSA durante los ultimos 5 afios (2015-
2020) su variacion fue negativa a en comparacion con el indice bursatil Dow
Jones de Norteameérica en donde su variacion promedio anual no supera el 5%
ademas cabe mencionar que la inflacion en nuestro pais se encuentra en un 3%,

por tanto, la tasa de descuento esta acorde con proyectos de plazo 5 afos.

La TIR se calculo de la siguiente forma:

= FC, s ,
;(1+TIR)t_ 2

FC: corresponde al flujo de caja cuando VAN equivale a cero en un periodo de

tiempo n.

Otro parametro utilizado fue el Retorno sobre la Inversion dado que nos entrega
informacion sobre la rentabilidad del proyecto. Este fue calculado en un periodo
de 5 afios acorde a la siguiente férmula:

RO] = Ganancia—Inversion X 100 (3)

Inversion
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Cdmo ultimo pardmetro se utilizo el payback para conocer el periodo de tiempo

en que la inversion retorna. Para ello se calculo de la siguiente manera:

Payback _ Inversion (4)

Flujos de caja

Capitulo 7 Resultados

7.1 Descripcién del producto/proceso
ActivBioPlus es el producto comercial fabricado a partir de microperlas de una
matriz biopolimérica de pectina/almidén/nanocelulosa que encapsularan bacterias
probidticas del género Lactobacillus spp, mediante extrusion/gelificacion
ionotrépica siendo, al final del proceso, liofilizadas para obtencion de un formato
en polvo (Figura 7.1). El cual podra ser comercializado de forma directa como
suplemento alimenticio o bien de manera indirecta incorporadas como un
ingrediente en la elaboracion de distintos alimentos de consumo masivo como

chocolates, jugos, bebidas de fantasia, aguas y tortas, entre otros.
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Figura 7.1: Representacion esquematica de una microperla ActivBioPlus antes de ser liofilizadas. En verde,
bacterias probidticas. En azul, pectina LM. En negro, almidén. En naranja, nanocelulosas.

Cabe mencionar que ActivBioPlus contara con certificados de calidad y de inocuidad
alimentaria siendo su formato de presentacion liofilizado/polvo para facilitar el

transporte, el envasado y sea atractivo para el cliente.

7.2 Envio de Review

Como parte de esta propuesta de tesis se realizé un analisis de la revision del estado
del arte y bibliogréfico actualizado que aborda tipos y usos de bacterias probidticas,
principales métodos y matrices de encapsulacion utilizados en la industria

alimentaria.

Su estado actual es el siguiente:
Titulo: Polysaccharides for probiotics bacteria microencapsulation: mini review

Revista: Food Science and Technology (Campinas-Brasil)
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Estado revision: En revision con un comentario por parte de los revisores expertos

de la revista

7.3 Identificacién de competidores

Los principales competidores directos de ActivBioPlus son productos
comercializados en su mayoria en formato capsula y son fabricados por distintas
farmacéuticas como Maver, NewScience, Pharma Investi y Axon pharma. Mientras
que los productos sustitos o indirecto estan relacionados con multivitaminicos y
productos de consumo masivo como dulces, yogurt, quesos, bebidas lacteas, leche
en polvo y leche cultivada de empresas farmacéuticas como Wellness Science y

empresas alimentarias como Danone, Colun, Soprole, Nestlé y Loncoleche.

Las diferencias funcionales de ActivBioPlus radican en ser un producto multifacético
debido a que se podra administrar tanto en polvo como en capsulas, ademas, de
poder integrarse a distintos productos de consumo masivo como bebidas, jugos,

chicle, tortas, entre otros; sin que sus propiedades organolépticas se vean alteradas.

Dentro de las diferencias productivas y operacionales es que el producto
ActivBioPlus constara de materias primas certificadas de calidad organica, de bajo
costo y escalable dado que la metodologia de encapsulamiento que se utilizara
permitird que las concentraciones del probiético (6,5 log cfu d*!) sean bajas y se

mantengan por todo el sistema digestivo hasta llegar al intestino grueso

En la Tabla 7.1 se identifican los principales competidores y sustitutos de

ActivBioPlus.
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Tabla 7.1: Clasificacion de productos comercializados segun el tipo de competidor e identificacion de la

empresa fabricante, el formato de venta, matriz polimérica y probidtico utilizado.

Tipo

Competidor Empresa roducto Formato Matriz polimérica Probidtico
Fructooligosacaridosridos Lactobacillus spp.
Directo Newciece Probiotix® Cépsulas Celulosa microcristalina Bifidobacterium
gelatina spp.
. S Lactobacillus spp.
Directo Wellplus ProbioticPlus® Cépsulas Celulosa microcristalina Bifidobacterium
Spp
Lactobacillus spp.
_ Ultime 16 . Fructooligosacgridc_) Bifidobacterium
Directo Swason ; o Céapsulas Celulosa microcristalina spp
Strain Probiotic .
gelatina Streptococcus
thermophilus
VitaminLife S Inulina . .
Directo We_llness Da'gbi'ronc Céapsulas Celulosa mic_rocristalina L'Ba_ Cl'j?f?gl:]r'#us
Science gelatina
Directo Nestle N;r;?ee(l:rte Capsulas Suspension liquida £ amTZI(':‘; ; WzE:
Directo Nestle g%?ﬁ% rr(:: Capsulas Maltodextrina L. reuteri
_ Laboratorio - ) Maltpdrextrina _
Directo Maver diavital® Cépsulas Aceite palma L. reuteri
Aceite coco
Manitol
Directo Pharma Investi Vintix® Capsulas Gelatina S. boulardii
Almidén modificado
Bifidobacterium
Directo Pharma Investi  Multiflora® Plus ~ Capsulas Fructooligosacarido sp.
Lactobacillus sp.
Directo Axon pharma Alflorex® Cépsulas . A'T“'do.” B. infantis
Hidropropilmetilcelulosa
L. rhamnosus GG
L. casei
Fructooligosacarido L. acidophilus
Directo ITF LABOMED Prodefen Polvo Maltodrextina B. infantis
Isomaltol S. thermophilus
L. bulgaricus
B. breve
Multivitaminico
Indirecto o Maltodextrina L. rhamnosus GG
Sustituto Axon pharma Muno Polvo Almidon de maiz B. lactis
Fructooligosacarido
Celulosa microcristalina
Indirecto o Goma de acacia L. gasseri
Susti P&G Health BION3 Tableta Hidroxipropilcelulosa B. bifidum
ustituto .
Inulina B. longum
Almidén modificado
. VitaminLife - Pectina
lgilsrﬁfltj?oo WellnessScienc glrj?::r'ﬁltécs (ggrl#i(i:\s) Maltitol B. coagulans
e Isomaltol
lgigﬁf&?oo Danone Activia® Yogurt N/A B. animalis
Indlrgcto ° Colun Protein Plus Yogurt N/A B. lactis
sustituto
Indlrgcto 0 Colln Colun light Queso N/A B. BB-12
sustituto
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Indirecto o

sustituto Soprole
Indirecto o p
sustituto Nestlé
Indlre_cto 0 Loncoleche
sustituto

Uno al dia

Nestum

Cultivada

Bebida
lactea

Leche en
polvo
Cereal
Férmula
lactea

Leche
cultivada

N/A

N/A

N/A

L. rhamnosus

L. paracasei
B. animales
subsp. Lactis
L. rhamnosus
B. longum

L. acidophilus
B. animales
subsp. lactis

Fuente: Elaboracion propia

Las ventajas competitivas de ActivBioPlus provienen de su simiente pensada en

personas que tienen problemas digestivos, alergias e intolerancia a la lactosa. Es

por eso que este producto presenta las siguientes ventajas.

A. Apto para celiacos: Debido a su bioformulacion ActivBioPlus presentara cero

gluten, dado que se utilizara solamente almidon de papa como materia prima.

En comparacion a los excipientes en formulaciones farmacéuticas que en su

mayoria utilizan almidon de trigo.

B. Apto para consumidores intolerantes a la lactosa: ActivBioPlus en su

formulacion no presentara proteinas proveniente de la leche ni azucares

como la lactosa permitiendo una adecuada digestion en personas con IL.

C. Bajo indice glicémico: El formulado presentara bajo indice glicémico debido

a que las enzimas amilasas no podran hidrolizar el encapsulado logrando

gue ActivBioPlus llegue integro al intestino grueso siendo incapaz de ser

absorbidos por cuerpo. Esto permitird que personas diabéticas e insulino
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| resistente puedan consumir el producto sin que sus niveles de glicemia se
vean afectadas. En comparacion con los productos que se encuentran en el
mercado en donde en sus ingredientes 0 excipientes contienen dextrosas y
maltodextrina que son compuestos con alto indice glicémico (Campbell et al.,

2018)

. Almacenamiento: ActivBioPlus se podra almacenar a temperatura ambiente
(25°C) por més de 90 dias y en frio por mas de 120 dias. Esto implicaria que
la tasa de viabilidad (99%) de nuestro producto sea Optima permitiendo
conservar las propiedades del encapsulado y puedan ser ingeridos sin
mayores problemas. Esto representa una ventaja ya que actualmente los
productos de la competencia pueden ser almacenados durante 30 dias o 60

dias como es el caso de los productos lacteos y sus derivados.

. Tolerancia a condiciones gastrointestinales: Dada su formulacion,
ActivBioPlus podra tolerar las condiciones gastrointestinales permitiendo
tener una tasa de viabilidad de 99% al llegar al intestino grueso. Esto

permitiria tener una tasa de efectividad mayor al 95%

7.4 Descripcion de las etapas

Las etapas a seguir para que el producto esté disponible en el mercado son los

gue se describen a continuacion:
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Etapa negociacion y comercializacion: En esta etapa se definiran los
contratos, licencias y paquetes tecnolégicos para que ActivBioPlus pueda ser
transferido a la empresa y se proceda a la industrializacién y escalamiento del

producto

Etapa Redefinicion: Etapa en la cual se procedera con la industrializacion,
escalamiento, certificacion de calidad e inocuidad alimentaria. En este punto, el
producto podra ser modificado por la empresa para su adaptacién al mercado,
se revisaran las normativas vigentes sobre la comercializacion de los

probidticos tanto en Europa y EEUU como en Chile.

Etapa de ingenieria del producto: Se procedera con la revision del disefio del
producto y con la prediccion de fiabilidad o confiabilidad pudiendo ser
simulaciones y analogias de campos, optimizacion del producto, realizacion de
redundancias y metodologias de taguchi para robustecer el disefio (formulado)
de ActivBioPlus. También se procedera a mejoras en la realizacion de analisis
de seguridad del producto. Ademas en esta etapa se debera realizar la

busqueda de proveedores y colaboradores.

Etapa de verificacion: Se procederd al testeo del producto-mercado,
observando oportunidades y mejoras. Se robustecera las especificaciones de
industrializacion en la cadena de suministro. Se realizaran sondeos de

comercializaciéon
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masificacion, escalabilidad, sostenibilidad y sustentabilidad. Se realizaran las
estrategias de marketing, comunicacién y promocién. Se definiran las redes
comerciales tanto canales de distribucion como de ventas. Se podra

reacondicionar el producto y servicio de preventa y postventa.

- Etapa de aprovisionamiento: Se desarrollard la planificacion de pedidos del
producto y la configuracién de la red comercial y se realizara el seguimiento y

control del producto.

- Etapa de finalizacion Se realizaran los ajustes necesarios tanto al producto y
como al formato final. Se desarrollara el soporte de comercializacion (fisicosy

online).

El tiempo estimado corresponden a un 1,5 afio desde la etapa de redefinicion.

7.5 ldentificacion del segmento

El mercado mundial de los probioticos en el afio 2018 se estimo6 en 48.38 billones
de US$ y que para el 2025 se espera un crecimiento aproximado de un 6,9% segun
el reporte de Gran View Research Inc., publicado en Junio del 2019 y dentro de los
probidticos el género Lactobacilo representa el 61.9% en ventas siendo los
productos lacteos, yogures y bebidas cultivadas los mas consumidos y utilizados

por los consumidores
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Ademas, la tendencia a nivel mundial sobre el consumo de productos alimenticios
para la salud y bienestar est4 en crecimiento dado que en el 2013 alcanz6 US$ 190
mil millones con un crecimiento anualizado de un 5% y se prevé inclusive dada la
pandemia por Sars-Covid-19 durante este ultimo tiempo podria llegar entre 15 % a
un 25% de crecimiento para el 2025. En nuestro pais el mercado de los suplementos
alimenticios alcanz6 en el mismo afio (2013) $51 mil millones con un alza anual de
3,2% en donde se pronostica un crecimiento anualizado hasta el afio 2025 entre 10
a un 20% acorde dada el consumo por suplementos que beneficien el sistema

inmunolégico

El mercado potencial estara determinado principalmente por hombres entre 25 y 45
afos y mujeres entre 20 a 65 afos, que buscan mejorar el bienestar personal o
familiar por medio de productos naturales. Estos se encuentran localizados
principalmente en las zonas urbanas de Chile y tienden a pertenecer a los

segmentos socioeconémicos ABC1ly C2.

7.6 ldentificacion de dos 0 mas empresas asociadas

Centro de Investigacio
de Polimeros Avanzados

El Centro de Investigacion de Polimeros Avanzados fue creada el 2003 bajo el

alero de la Universidad del Biobio, Universidad de Concepcion, Gobierno

50



UNIVERSIDAD
¥ SAN SEBASTIAN

Regional del Biobio y ANID (ex CONICYT). Posee el equipamiento necesario a

escala piloto para el desarrollo de ActivBioPlus.

La participacion de CIPA en el proyecta estara ligada al escalamiento, ensayos y
pruebas de laboratorio permitiendo la mejora continua del producto optimizando la

encapsulacion, materias primas y el crecimiento del probidtico.

2= Analab

Creada en el aiflo 1988 Analab Chile S.A., es una empresa privada chilena orientada
al andlisis y certificacion de calidad de diversos productos, tanto en la actividad
exportadora como en la produccidon de consumo nacional. Cuenta con la
infraestructura, el conocimiento y la experiencia para satisfacer las necesidades
analiticas de la industria de alimentos de uso humano y animal, industria de
agroquimicos y fertilizantes, de la industria vitivinicola, y de los fabricantes de

insumos y aditivos para estos sectores industriales.

La participacion de Analab Chile S.A en el proyecto es facilitar la certificacion y
ensayos de laboratorio que permita obtener una certificacion a demostrar ante las

autoridades sanitaria sobre el alcance y seguridad de ActivBioPlus

Instituto de Desde 1892 comprometidos con la salud pablica del pais
Salud Pablica szp mw— -
Ministerio de Salud

Gobierno de Chile
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El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) es un Servicio publico, que posee
autonomia de gestién y esta dotado de personalidad juridica y de patrimonio propio,
dependiendo del Ministerio de Salud para la aprobacién de sus politicas, normas y
planes generales de actividades, asi como en la supervision de su ejecucion.

El ISP participara dentro de nuestro proyecto como ente fiscalizador toxicologico y
registro para poder vender en el pais

teva
LABORATORIOCHILE»

Laboratorio Chile, en sus 121 afios de vida, siempre ha estado preocupado de la
salud de los chilenos. Es el primer laboratorio que respondi6 al llamado del Estado
para producir y poner a disposicion de los chilenos, los productos de primera
necesidad a través del formulario nacional. Ademas, es el mayor productor de
medicamentos en Chile, 1 de cada 4 medicamentos que se consumen en el pais es
elaborado por Laboratorio Chile | Teva. Posee mas de 500 trabajadores, se
encuentra catalogada como gran empresa y tiene ventas por US$ 23, 49 mil
millones. Es lider en bioequivalencia con mas de 180 productos bioequivalentes a
disposicion de los chilenos, asegurando calidad y acceso a la ultima tecnologia.

Cuenta con la mas alta calidad y certificacion GMP en nuestro pais.

La participacion de Laboratorios Chile S.A esta centrada en la industrializacion,

masificacion y comercializacibn mayoritario sobre ActivBioPlus. Para esto la
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empresa proporcionara la indumentaria y equipamiento junto a sus profesionales

para el escalamiento industrial de nuestro prototipo.

A allnutrition

Tienda especializada enfocada en el bienestar y la nutricion de las personas, estan

comprometidos con brindar a cada persona una experiencia y asesoria excepcional,
ya que permite acceder a los mejores y mas innovadores productos que mejoran la
calidad de vida de las personas. Tiene mas de 30 tiendas a lo largo de todo Chile.
Su participacion esta vinculada a la venta de producto final en todas sus sucursal
partiendo primero en Concepcion, luego en Santiago y finalmente su distribucion y

comercializacion a lo largo de todas sus tiendas.

Ko
& o

™

o@p_ L‘ﬂq
Empresa comercializadora y distribuidora de materia primas naturales y sintéticas
pensadas para el area alimentos, farmacéutica, fragancias, veterinarias, envases 'y
contenedores. Presenta importaciones y ventas por mas de US$ 1 milldn.

Participara en este proyecto como un proveedor de materia prima.
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DuPont Nutrition & Biosciences es un lider mundial de soluciones innovadoras y
sostenibles en las industrias alimentaria, sanitaria, farmacéutica y biotecnoldgica.
Con mas de 10,000 empleados trabajando en ubicaciones alrededor del mundo,
enfocados en servir a los clientes a través de la excelencia cientifica e innovaciones
esenciales y sostenibles. Son lideres en innovacion, basados en una soélida
percepcion del consumidor y del mercado, con un conocimiento profundo de la
mejor ciencia y una de las carteras mas amplias de la industria. Dupont participara
del proyecto como un proveedor de los probidticos siendo un aliado estratégico

importante.

7.7 Descripcion de la estrategia de masificacion

Se realizara una alianza estratégica entre la Universidad San Sebastian (USS) y el
Centro de investigacion de polimeros avanzados (CIPA) para el desarrollo de la

tecnologia en la fase de experimentacion.

CIPA facilitara su experticia en ayudar en el desarrollo de las pruebas pilotos y en
el redisefio del producto en conjunto con la USS. Ademas la USS apoyara con su
staff de especialistas encargados en la estandarizacion, disefio y pruebas pilotos

del producto

Tras obtener el producto minimo viable (PMV) durante la ejecucion del proyecto las

beneficiarias del proyecto realizaran los estudios de patentabiliad ante INAPI o bien
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se‘m:dgterminara por solicitar una PCT como estrategia de patentamiento. Los
titulares estaran compuesta por la USS, CIPA en primer lugar o bien se adicionara
a la titularidad a Laboratorio Chile-Teva de acuerdo al contrato establecido ante las
instituciones. Por lo cual se regira un acuerdo mediante co-propiedad, que defina
los porcentaje de participacion, asi como la administracion y gestion que hacen
referencia a dichos derechos y/o acuerdos contractuales. Las oficinas de
transferencia y licenciamiento pertinentes de la USS-OTL, CIPAy si corresponde al
area de patente de laboratorio Chile-Teva seran las encargadas de administrar y
gestionar los derechos de propiedad intelectual tanto en Chile como en el extranjero

si asi concuerdan como pueden observar en la Figura 7.2.

USS y CIPA levantaran capital por medio de fuentes estatales y privados para los
avances preliminares y futuros con la finalidad de llevar acabo los ensayos de

escalamiento y estudios necesarios para culminar las validaciones pertinentes.
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Lab. Chile-

Teva

TRL 3 Desarrollo bioformulado 6ptimo para
encapsular el probidtico y su

caracterizacién

. 4
Ensayo de prueba comparativa
TRL 4 l

Solicitud de Patente

12'Y 22 ARO (1+D)

TRLS
—
I
3
5 TRLG Licencia No Exclusiva®
g - Costo fabricacién
S . e
= VEn‘tB.ACtIV-BIDNUS_ - Empresas Solicitantes
o - Escalamiento industrial :
&b . tanto privadas como
0 y comercial Gblicas
2 —= - Marca comercial del P
E producto: ActivBioPlus
2 Modelo de Negocio
o
m
>
o
m . TRL 7-8-9

*Puede ser que sea exclusiva si Laboratorio Chile-Teva participa como entidad solicitante de titularidad de patente

Figura 7.2: Modelo representativo de la transferencia tecnologica

7.8 Viabilidad econ6mica

Los egresos se desglosaron en dos, directos e indirectos de modo de determinar y
analizar los costos que se pueden producir durante el proyecto siendo estos los

siguientes:

- Eqgresos Directos

Estan relacionados de manera directa con la capacidad de produccion pudiendo

sufrir modificaciones tanto en crecimiento como en disminucién dado que estan
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ligados con la demanda. Esto hace referencia a los costos relacionados con la

comprar de materias primas y certificados de calidad (Tabla 7.2).

Tabla 7.2: Egresos directos de ActivBioPlus

i Costo
Costo Iltem Sub item Cantidad Unidad Unitario
(U$D)
Almidon 100 Kg 20
Pectina 150 Kg 41
Nanocelulosa 50 Kg 100
Materia Prima
Directo Clg:raulztci)ode 50 Kg 5
Medio MRS 40 Kg 200
Probidtico 10 Kg 16
Certificados de  Laboratorio 20 Unidad 1021,8

Fuente: Elaboracion propia

Materias Primas y Certificado de Calidad

El costo de las materias primas para la produccion de ActivBioPlus estan ligadas
a un contrato de 5 afios sin reajuste por parte del proveedor, en donde para
mantener el precio durante toda la vigencia del proyecto se deben realizar compras

acordes a las cantidades establecidas en la Tabla 7.2.

Con respecto al certificado de calidad e inocuidad que serd emitido por el
laboratorio ETFA se establecera un contrato a 5 afios sin reajuste por parte del

proveedor si se mantiene como minimo la cantidad evidenciada en la Tabla 7.2

- Eqgresos Indirectos

Los egresos indirectos estan relacionados de forma indirecta con la produccién,
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siendo estos las remuneraciones, arriendo y marketing (Tabla 7.3).

Tabla 7.3: Egresos indirectos de ActivBioPlus

i Costo
Costo Iltem Sub item Cantidad Unidad Unitario
(U$D)
Arriendo Maquinaria y 12 Mes 2100
Terreno
Lider
Proyecto 12 Mes 2452,32
. . Profesional 12 Mes 2082,4
Indirecto Remuneracion
Técnico 12 Mes 1771,12
Otros 12 Mes 780,45
Marketing y .
Difusién Marketing 6 Anual 1362,4

Fuente: Elaboracion propia

Arriendo

Corresponde al valor de arrendamiento de la dependencia de CIPA incluyendo el
uso de equipamiento de laboratorio y de los equipos a escala piloto. Este convenio

con el centro de investigacion tiene un plazo de 5 afios.

Remuneraciones

La remuneracion de los colaboradores tendra caracter definido mientras dure el
proyecto y contra boleta de honorarios valida para el Sll. Las retenciones pertinentes
guedaran a cargo de la empresa quien velara que los pagos sean de forma de vale
vista o transferencia electrénica de acuerdo mutuo con el colaborador. Y se

realizaran en un plazo no superior a los primeros 5 dias de cada mes
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Marketing

El servicio de marketing constara de publicaciones en diario de circulacion tanto
regional como nacional, en redes sociales y eventos que permitan dar a conocer el

producto ActivBioPlus a las empresas y personas.

- Ingresos

Existen actualmente en nuestro pais 4,833,412 personas segmentadas en el
estrato socioecondémico ABC1 y C2 representando el 25% del total de la poblacion
en Chile, por tanto, se espera poder llegar al segundo mes de funcionamiento al
menos al 0,25% del segmento mencionado anteriormente. Cada afio de
funcionamiento se espera un incremento en la demanda en un 50% con respecto

al aflo anterior durante los 5 afios de funcionamiento del proyecto.

En la Tabla 7.4 se muestran los ingresos esperados por cantidad vendida durante

el funcionamiento del proyecto.

Tabla 7.4: Ingresos esperador por afio en ejercicio segun cantidad y precio de venta

Concepto /Afio 0 1 2 3 4 5
Cantidad Venta 12.084 18.125 27.188 40.782 61.173 91.759
Pr(e;'no I\\//i';ta $7.555,00 $7.555,00 $7.555,00 $7.555,00 $7.555,00 $7.555,00

Total CLP $91.291.069,15 $136.936.603,73 $205.404.905,59  $308.107.358,38  $462.161.037,57 $693.241.556,36
Total USD $124.375 $186.562 $279.843 $419.765 $629.647 $944.471

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 7.5 se muestra el flujo de caja correspondiente a los 5 afios de

funcionamiento del proyecto dando a conocer una proyeccion de la utilidad

generada durante ese periodo de tiempo. Se obtuvo un VAN (30%) de $85.947,89

USD con un TIR de 140%, ROI de 528% y un payback de 2.97 afos. Sugiriendo

gue el proyecto es rentable cuando el precio de venta es de $7,555 (sin IVA).

Tabla 7.5: Flujo de caja de ActivBioPlus durante los 5 afios del proyecto

Concepto / ~ ~ ~ ~ ~ ~
Afios Ao O Afo 1 Ao 2 Ao 3 Afo 4 Afo 5
Ingresos $124,375 $186,562 $279,843 $419,765 $629,647 $944,471
Costos
Directos $41,996 $42,153 $42,315 $42,483 $42,661 $42,852
Costos
[ [ $118,410 $124330 $130.547 $137,074 $143,928 $151,124
'mng&)stos $6,219 $9,328 $13,992  $20,988 $31,482  $47,224
Inversion $160,406 $0 $0 $0 $0 $0
Utilidad antes
de impuesto -$42,250 $10,750 $92,989 $219,219 $411,576 $703,271
Impuesto (27%) $0 $2,903 $25,107 $59,189 $111,126 $189,883
Utilidad
después de -$42,250 $7,848 $67,882 $160,030 $300,450 $513,388
impuesto
Flujo de caja ) )
acumulado $42,250 $34,402 $33,480 $193,509 $493,960 $1,007,347

Fuente: Elaboracion propia

Se realiz6 un analisis de sensibilidad al flujo de caja, reduciendo el precio de venta

en un 5%, y una disminucion de un 13,73 % en los clientes. Se detecté que al

disminuir el precio de venta se obtiene un VAN (30%) de -$ 88,36 una TIR de 89%,

ROI de 370% al final del periodo y un payback de 3,345 afios (Tabla 7.6).
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Tabla 7.6: Flujo caja al reducir el precio de venta en un 13,73% de ActivBioPlus

Concepto / Afios Afio 0 Afo 1 Afio 2 Afio 3 Afio 4 Afio 5
Ingresos $107,303 $160,955 $241,432 $362,148  $543.,22  $814,833
Costos Directos $41,996 $42,153 $42,315 $42,483 $42,661 $42,852
Costos Indirectos  $118,410 $12,330 $130,547 $137,074  $143,928 $151,124
Imprevistos (5%) $5,365 $8,048 $12.,72 $18,107 $27,161 $40,742
Inversion $160,406 $0 $0 $0 $0 $0
Utilidad antes de
impuesto -$58,468  -$13,577  $56,498 $164,483  $329,472 $580,114
Impuesto (27%) $0 $0 $15,254  $44,410 $88,957 $156,631
Utilidad después )
de impuesto $58,468 $13,577  $41,244  $120,072  $240,514 $423,483
Flujo de caja
acumulado -$58,468 -$72,045 -$30,801  $89,271 $329,785  $753,269

Fuente: Elaboracion propia

En cambio, al disminuir en un 13.72% el niamero de clientes objetivos se obtuvo un
VAN (30%) de -$48.35 USD, un TIR del 89%, un ROI del 370% y un payback a los
2,47 afios. Lo que indicaria que las variables numero de cliente y el precio de venta
son importantes en la variacion del flujo de caja, por tanto, se debe tener en cuenta

gue al menos el precio de venta debe estar como minimo en $6,520 y abarcar al

menos el 0,25% del segmento de clientes.

Capitulo 8 Conclusiones

Los probidticos aportan grandes beneficios a la salud humana, ademas de mejorar
el valor nutricional de los alimentos. La principal via para aumentar la viabilidad de
los microorganismos probiéticos es la encapsulacidon a través de técnicas quimicas

y/o fisicas que, ademas, de favorecer la estabilidad frente a factores adversos,
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condiciona, segun sus caracteristicas, su aplicacién e incorporacion en matrices

alimentarias de distintas calidades.

La combinacion de matrices compuestas de dos polisacaridos y /o polisacarido/no
polisacarido proporciona un efecto sinérgico en las propiedades de los
encapsulados, favoreciendo la viabilidad del encapsulado y mejorando la proteccién
contra condiciones extremas a diferencia de aquellas matrices basadas solamente

en un polisacarido.

El sistema basado en pectina /almidon /nanocelulosa presenta una alternativa viable
y economica de encapsulacion de probidticos con alta viabilidad y capacidad
prebidtica e inmunoestimulante. Ademas, permitié dar una mayor aproximacion

para ser utilizada en ingredientes para consumo masivo.

La vigilancia tecnologia demostré ser una buena herramienta tecnoldgica para

obtener informacidon nueva permitiendo asi una rapida toma de decisiones futuras.

La metodologia del Desing Thinking permitio el desarrollo del proceso creativo de
este proyecto lo cual conllevo a la utilizacion del Business Model Canvas como

modelo de negocio y la transferencia tecnoldgica como estrategia de negocio.

La evaluacion econémica determind la viabilidad de ActivBioPlus propuesto dando
positivo para su realizacién y aceptacion, pero es crucial la captacién de clientes al
inicio del proyecto, mantenerlos durante todo el periodo propuesto como también
aumentar el namero de cliente por afio. Otra variable a tener en cuenta es el precio

de entrada dado que bajo los $6,520 CLP el proyecto sera rechazado.
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