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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas
ejercen beneficios en la salud del huésped. Su supervivencia se ve afectada frente a
condiciones adversas por lo que mediante la microencapsulacion se pretende protegerlos
y aumentar su resistencia. El objetivo del trabajo fue encapsular el Lactobacillus
acidophilus mediante la técnica de extrusion e investigar el efecto protector del alginato
modificando su concentracion (2, 4 y 6 %). Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas
de las cépsulas obtenidas y el efecto protector de las capsulas en la digestion in vitro. El
microorganismo encapsulado con un 6% de alginato mostré la mayor supervivencia
después de ser encapsulado y bajo las condiciones gastrointestinales simuladas (>10°
UFC gl).

Palabras clave: microencapsulacion, extrusion, probidtico, digestion in vitro,

proteccion
ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that administred in the right amounts they can exert
benefits on human’s health. Their survival can be affected adverse conditions and through
microencapsulation they can protect and increase their resistance. The main objective of
this work was to encapsulate the Lactobacilus acidophilus by extrusion technique with
different concentrations (2, 4 y 6%) to investigate the alginate’s protective effect . The
physicochemical properties of the capsules obtained and the protective effect of them on
the in vitro digestion were evaluated. The microorganism encapsulated with 6% of
alginate showed the highest survival effect after being encapsulated and under simulated

gastrointestinal conditions (> 10 CFU g).
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, se busca que los alimentos no solo desempefien el papel de nutrirnos, sino
que, también, mejoren el estado de salud y nos aseguren en cierta medida una proteccién
contra enfermedades como el cancer de colon, sindrome del colon irritable o la diarrea.
Muchos son los estudios cientificos que avalan la relacion existente entre el consumo de
probioticos y el resultado positivo que producen sobre nuestra salud (Markowiak &
Slizewska, 2017; Reid, Jass, Sebulsky, & Mccormick, 2014).

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que consumidos en cantidades
adecuadas ejercen un efecto beneficioso en la salud del huésped (FAO & WHO, 2006).
Los principales probidticos corresponden a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium,
Saccharomyces (Teresa, Adolfina Ruiz, & Encarnacién Morales, 2015).

Entre las propiedades beneficiosas proporcionadas por los microorganismos probioticos,
se incluyen la mejora del sistema inmune, el control de enfermedades inflamatorias
intestinales (EI), la reduccion de los agentes que contribuyen a la aparicion del cancer de
colon, asi como también, son usados en la prevencion y tratamiento de infecciones
gastrointestinales, diarrea y enfermedades alérgicas (Fritzen-Freire, Prudéncio, Pinto,
Mufioz, & Amboni, 2013;VVondel Reyes, Arranee Chotiko, Alexander Chouljenko, 2018).
Estos beneficios sobre la salud se obtienen si el alimento probidtico contiene entre 10°-
10" UFC/g o mL en el momento de su consumo (Sultan Arslan, Mustafa Erbas, Ismail
Tontul, 2015) y también deben de sobrevivir al tracto gastrointestinal y alcanzar el colon
para poder ejercer los efectos beneficiosos, es decir, deben de ser resistentes a las
condiciones extremas propiciadas por el sistema digestivo; acidez estomacal, enzimas
gastricos y pancreaticos, sales biliares, pH, el potencial redox y la actividad
antimicrobiana, en general (Nagpal et al., 2012). Ademas, una vez que alcanzan el colon,
han de ser capaces de adherirse al epitelio intestinal. Por ello, el sustrato o matriz con la
que las bacterias se vehiculizan, se considera un factor importante para asegurar la
supervivencia del microorganismo (Teresa et al., 2015). Por lo tanto, se han desarrollado
diversas técnicas para aumentar la viabilidad de los microorganismos probioticos durante

el proceso de produccion de los alimentos y a lo largo del sistema digestivo.



La microencapsulacion es una de las tecnologias mas prometedoras para ofrecer la
proteccion de estos microorganismos frente a las condiciones desfavorables,
anteriormente mencionadas (Sneyder, Giraldo, & Montes, 2016).

Las técnicas de microencapsulacion se han usado en la industria alimentaria con el fin de
atrapar una sustancia sélida, liquida o gaseosa, en un material protector que las proteja
del ambiente circundante (Ahmed, Akter, Lee, & Eun, 2010). Las razones mas
importantes por las que se encapsulan probidticos son: mejorar su manejo durante el
procesamiento de alimentos, asegurar su proteccion, garantizar su supervivencia durante
el almacenamiento de estos, y controlar el momento y el lugar de su liberacion después

de su consumo (Ara et al., 2015).

1.1. PROBIOTICO. Lactobacillus acidophilus.

El Lactobacillus acidophilus pertenece al grupo de las bacterias acido-lacticas (BAL),

comunmente conocidas por su uso en la industria alimentaria.

Las BAL son bacterias que se caracterizan por tener forma de cocos 0 bastones,
pertenecientes al grupo de las bacterias gram-positivas y que no forman esporas, ademas
de ser anaerobias. Su principal caracteristica radica en que producen Unicamente o
mayoritariamente acido lactico como producto final de la fermentacion de los azlcares
(via homofermentativa), cabe destacar, que también pueden producir acetato, etanol y
CO2 a través de la ruta heterofermentativa.

Por lo general, son bacterias que requieren de medios ricos en nutrientes, razon por la
cual, es facil encontrarlas en alimentos como la leche. En el laboratorio, se deben de
utilizar medios de cultivo especificos (MRS agar, agar Rogosa, etc.) que propicien su
crecimiento para conseguir el aislamiento de estos microorganismos (Cabeza, 2006).

El lactobacillus acidophilus es un microorganismo que es reconocido por los efectos
probidticos que aporta a la salud humana y por ser agregado frecuentemente a productos
alimentarios, como en el yogurt, kéfir o en el suero lactico. Es un tipo de bacteria que la
podemos encontrar dentro del cuerpo humano, suele habitar en la cavidad oral, en el

aparato digestivo y en la vagina (Bull, Plummer, Marchesi, & Mahenthiralingam, 2013).

Por otra parte, esta bacteria puede definirse morfoldgicamente como un bacillo corto

grampositivo, ya que suelen medir entre 2 y 10 um. Tiene un crecimiento éptimo cuando
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las temperaturas se encuentran entre 37- 42 °C, siendo capaz de desarrollarse incluso a
una temperatura de 45 °C. De igual manera, destacan por crecer en medios con un pH
ligeramente &cido, desde 5,5 a 6,5, cesando su crecimiento cuando el pH se encuentra por
debajo de 4. Es una de las bacterias pertenecientes al género Lactobacillus menos

tolerantes al oxigeno y producen acido lactico a través de la via homofermentativa.

En cuanto a sus propiedades probiéticas, el Lactobacillus acidophilus presenta
fisiologicamente diversas caracteristicas, tales como, estabilidad en los productos donde
ha sido incorporado, resistencia a las sales biliares, soporta pH bajos, unién con las células
que recubren el epitelio intestinal grueso, produccién antimicrobiana y la actividad de la
lactasa, todo ello ha sido demostrado en diversos estudios que se han llevado a cabo. Las
caracteristicas probidticas observables en el contexto de las investigaciones del campo de
la alimentacion son entre otras, las siguientes: inmunomodulacion, disminucion del
colesterol sérico en sangre, mejora de la actividad de la lactosa del huésped, prevencion

y tratamiento de enfermedades intestinales inflamatorias (Bull et al., 2013).

1.2. IMPORTANCIA DE LA MICROENCAPSULACION EN PROBIOTICOS

En la industria alimentaria la microencapsulacion es de suma importancia no solo por qué
protege a los compuestos bioactivos y en especifico a los probidticos cuando son
introducidos dentro de un alimento, sino por qué también aumenta la vida util del
producto, permite el control de la liberacion del nutriente en el sitio de accién, reduce la
higroscopicidad, un material liquido puede ser convertido a polvo, ofrece estabilidad al
producto durante el procesamiento, almacenamiento y transporte de este y pretende
mejorar el sabor, el aroma, el valor nutritivo, las propiedades funcionales y organolépticas
del producto, pero estds ventajas a su vez estan relacionadas tanto con la técnica de
encapsulacion usada como con el agente encapsulante utilizado para la encapsulacién del

microorganismo (Pérez, Bueno, Brizuela, Tortold, & Gaston, 2013).

Asimismo, en el campo de la alimentacion se esta buscando cada vez mas el desarrollo
de alimentos funcionales ya que los consumidores demandan alimentos con
caracteristicas nutricionales y componentes especificos que mejoren la esperanza de vida
y prevengan enfermedades, es por ello por lo que existe un creciente interés en la
elaboracion de alimentos funcionales incorporando probidticos. Cuando los probidticos
son administrados en ciertas matrices alimentarias, estos pueden verse expuestos a los

efectos adversos que provocan el calor, el pH, la humedad o la temperatura, disminuyendo
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su eficiencia y supervivencia y, por lo tanto, no pueden desarrollar efectivamente sus

propiedades funcionales sobre nuestro organismo (Ara et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los microorganismos probioticos
tienen que ser capaces de atravesar el tracto gastrointestinal y llegar a implantarse en el
estbmago, necesitan para ello una proteccion que es la que le ofrece la
microencapsulacion (Krasaekoopt, Bhandari, & Deeth, 2003). Son varias las
investigaciones que se han realizado y han demostrado que al incorporar probi6ticos
encapsulados en productos alimenticios, estos han resultado ser resistentes a los
bacteriofagos y al entorno estomacal. Ademas, de presentar una mayor estabilidad frente
a las condiciones de almacenamiento y una mayor viabilidad, que los probidticos no-
encapsulados (Ara et al., 2015; Krasaekoopt et al., 2003; Markowiak & Slizewska, 2017;
Pasin, Gonzélez Azon, & Garriga, 2012; Rodriguez & Guerrero, 2010).

1.3.EFECTO DE LA MICROENCAPSULACION EN EL SISTEMA
GASTROINTESTINAL

La supervivencia y la viabilidad del probidtico depende tanto de la cepa probiotica
empleada, como del material encapsulante (Rodriguez & Guerrero, 2010). Las capsulas
que contienen las bacterias probidticas deben de ser de naturaleza semipermeable, finas,
pero a su vez han de ser capaces de mantener vivos a los microorganismos, es decir, han
de ser resistentes a las condiciones adversas del medio en el que se encuentran. Estas
pueden ser disefiadas para que sean liberadas en el 6rgano al cual van destinadas. Las
referencias cientificas sustentan que estas bacterias sufren una gran degradacion en el
tracto gastrointestinal, es por ello por lo que hay que elegir aquellas técnicas de
microencapsulacién que aseguran una mayor integridad bioldgica de las bacterias,
alcanzado una alta concentracion de células vivas en el yeyuno y el ileon (Chavarri,
Maranon, & Carmen, 2012).

El material utilizado para formar la microcapsula es crucial en la viabilidad del
microorganismo durante su paso por el tracto digestivo, este ha de ser capaz de soportar
bajos pH y efectos adversos, garantizando la supervivencia del microorganismo. Se ha
comprobado que las células encapsuladas son mucho mas resistentes a los jugos biliares
gue cuando se encuentran bajo ninguna proteccion, libres (Rodriguez R., Rojas G., &
Rodriguez B., 2016).
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1.4. TECNICAS DE MICROENCAPSULACION DE PROBIOTICOS

Existen diversas técnicas para la microencapsulacién de probioticos, para seleccionar cual
de ellas nos brindara los beneficios deseados, hay que tener en cuenta diversos criterios,

como son (Martin Villena, 2013):

i.  ¢Cudles son los parametros fisicoquimicos que afectan al probidtico?

ii. ¢Cuéles son las condiciones que se aplicaran durante el procesamiento del
alimento?

iii.  ¢Como se almacenaran los alimentos que contienen el probiotico encapsulado
antes de ser consumidos?

iv. ¢Qué tamafio de particula y densidad son las adecuadas para incorporar las
capsulas en el producto?

V. ¢Cuales son los mecanismos de liberacion?

vi.  ¢Cuales son las limitaciones que se tienen en cuanto al costo?

Las técnicas mas empleadas para la microencapsulacion de probioticos son las siguientes:
extrusion, secado por aspersion (spray drying), emulsificacion y liofilizacion (freeze
drying) (Ara et al., 2015).

1.4.1. Secado por aspersion

Se trata de una técnica muy utilizada en la industria alimentaria, suele emplearse para
proteger los pigmentos que se encuentran de forma natural en los alimentos (Ahmed,
2010). Consiste en atomizar una emulsion o suspension que contiene la sustancia a
encapsular mediante la aplicacion de altas temperaturas dentro de una cdmara con aire
caliente, asi se elimina el solvente y el material activo queda atrapado dentro de una
microparticula seca y estable, dicha microparticula tiene un tamafio comprendido entre
10-50 um (Araetal., 2015; de la Rosa & Angulo, 2011). En esta técnica se suelen emplear
carbohidratos como agentes encapsulantes como, por ejemplo, maltodextrinas o la inulina
(Adolfo & Huertas, 2010; Ahmed et al., 2010).

El principal inconveniente que presenta el secado por aspersion son las temperaturas con
la que se llevan a cabo el proceso, ya que pueden afectar a la supervivencia del

microorganismo probidtico (Ara et al., 2015).
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1.4.2. Emulsificacion

Es un método de encapsulacion quimico consistente en encapsular un elemento mediante
la formacion de una emulsion entre una fase discontinua (es la matriz que contiene el
componente a encapsular) y una fase continua. Los agentes encapsulantes que se suelen
emplear son materiales hidrocoloides. Las capsulas obtenidas tienen un tamafio

comprendido entre 25 pmy 2 mm.

Es un proceso de facil manejo a nivel industrial y permite controlar el tamafio de las
particulas formadas a través de pardmetros como la velocidad. En contraposicion, las
capsulas obtenidas mediante esta técnica pueden tener restos de aceites residuales en la
superficie afectando a las propiedades organolépticas del producto en el que se apliquen
(Araetal., 2015; Pasin et al., 2012).

1.4.3. Liofilizacion

En la industria alimentaria este método de encapsulacion se suele emplear para formar
capsulas que protejan a las bacterias probidticas. Se trata de una técnica en la que se
congela el microorganismo a bajas temperaturas, y posteriormente mediante sublimacién
se elimina el agua, para conseguir la encapsulacion del probidtico. Los agentes
protectores empleados en esta técnica son entre otros, la glucosa, la lactosa y la

maltodextrina. El tamafio de particula obtenido con dicho método oscila entre 1 pm y 50

um.

El proceso de encapsulacion mediante liofilizacién supone una gran inversion en cuanto
a equipamiento y requiere de un gran consumo de energia, ademas de ser un proceso lento

y largo, en comparacion con las otras técnicas (Ara et al., 2015).

1.4.4. Extrusion

La técnica de extrusién es un método ampliamente utilizado en la encapsulacion de
probiédticos (Calero, Sanchez, Torrez, Hernann, & Lopez., 2008). Para formar las perlas
en las que dentro se incorpora el compuesto a encapsular, se combina una solucién que
contiene cationes divalentes, normalmente se trata de cationes de calcio (Ca*?) en forma
de cloruro de calcio (CaCly), con una solucion de alginato de sodio. Cuando ambas
soluciones entran en contacto, inmediatamente, se forma la estructura tridimensional en

la que queda retenido el compuesto bioactivo. Esto es debido al intercambio que se
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produce entre los iones de sodio procedentes del acido gulurénico con los cationes
divalentes de la solucion de endurecimiento (Ca*?, Ba*?, Sr*?), obteniéndose de esta

manera una estructura denominada “’caja de huevos’” (Martin Villena, 2013).

»
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50 ®, e
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e : *
% "l.
) . *,
QO Ca” ©® Monoémeros: acidos -D-manurénico y a-L-gulurénico

Figura 1. Estructura del alginato de sodio (Avendafio-Romero, Ldpez-Malo, & Palou, 2013)

El tamafio y la forma de las microcapsulas estan relacionados con la distancia entre la
boquilla del dispositivo extrusor y el bafio en el que se encuentra la solucién de iones
divalentes, el diametro de la boquilla, la tension superficial de la solucion que provoca la

gelificacion y el efecto de la gravedad (Pasin et al., 2012).

Esta técnica ha sido ampliamente empleada ya que se trata de un proceso de bajo costo y
simple, consigue que el componente encapsulado quede totalmente recubierto y
protegido, sin provocar dafios celulares en el tejido de este, de esta manera, el
microorganismo tiene entre 80-95 % de posibilidades de sobrevivir, también cabe
destacar, que en esta técnica no se utilizan disolventes que puedan perjudicar a las
bacterias. Sin embargo, existen algunas limitaciones como baja capacidad de produccion

y el tipo de material que se vaya a usar como material de soporte (Pérez et al., 2013).

1.5. AGENTES ENCAPSULANTES

El material pared es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta cuando se
encapsula, ya que la proteccion del compuesto a encapsular depende principalmente de
este. Los materiales que se emplean en las diferentes técnicas de encapsulacion son
proteinas, glucidos y lipidos, y tienen que ser reconocidos como GRAS (generally
regarded as safe) para poder hacerse uso de ellos en alimentacion.
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En la

encapsulacion.

Tabla 1. Agentes encapsulantes.

Tabla 1, se muestran diferentes materiales empleados en las técnicas de

MATERIAL VENTAJAS INCONVENIENTES Referencia

Facil manejo, Porosidad, susceptibles (Pérez et al., 2013)

Alginato biocompatible, a la acidez, cadena
seguro, econdmico  polimérica

Almidén Resistente a las Altas viscosidades (Rodriguez R. et al.,
enzimas 2016)
pancreaticas

Gelatina Combinacién Termorreversible (Pasin et al., 2012)

estable con la goma
gellan, propiedades
de emulsificacion

K-carragenina  Viabilidad celular Formacion de geles (Patil & Speaker,
quebradizos 1998)
No toleran las tensiones
Goma gellan/goma Toleran los Espesantes (Adolfo & Huertas,
xantana ambientes acidos Temperatura 2010)
Quitosano Viabilidad celular, Inestabilidad en medios (Navarro et al., 2010)
soporta pH acidos, é&cidos

degradable

Proteinas lacteas

Caracteristicas
fisicoquimicas vy
estructurales

No resisten tensiones

(Heidebach, Forst, &
Kulozik, 2009)

1.5.1. Alginato.

El alginato es de los agentes de revestimiento mas citados en la literatura cientifica, pues

es compatible con la mayoria de los métodos de encapsulacién, empleandose junto con

otros materiales (Ara et al., 2015). Se trata de un polisacarido natural, capaz de formar

hidrogeles con cationes divalentes de calcio o bario. Ademas, se caracteriza por ser

biocompatible con las células bacterianas puesto que no es tdxico y por su gran habilidad
para formar geles (Ariful, Yun, Choi, & Cho, 2010).

Se encuentra en las paredes de diferentes algas marrones y se incluye dentro de los

polisacaridos anionicos, formado por la alternancia de los residuos de los acidos a-L

gulurénico (G) y B-D manuronico (M), unidos por un enlace covalente formando
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secuencias diferentes compuestas por la misma unidad estructural (MMMMM o
GGGGGG). Del mismo modo, las propiedades otorgadas al alginato como material de
soporte estan relacionadas con la composicién y secuencia de las unidades de M y G.
Entre las sales de alginato mas utilizadas, se encuentra el alginato de sodio ya que es muy
soluble en agua fria y permite una transicion sol-gel inminente e irreversible frente al ion

de calcio, ampliamente usado en la industria alimentaria (Pasin et al., 2012).

La formacion de capsulas con alginato tiene las ventajas de formar sin dificultad matrices
de gel en torno a las células probioticas, se consideran seguras, son biocompatibles,
baratas y a la hora de trabajar con ellas no presentan dificultades para ser manipuladas.
Por otro lado, presentan algunos inconvenientes, como, por ejemplo, la dificultad que
presentan cuando son aplicadas a nivel industrial, son susceptibles en condiciones &cidas,
induciendo a la pérdida de su integridad y estabilidad mecéanica, asimismo, al ser un
material muy poroso aparecen poros en la superficie de la capsula y tienen una rapida
difusion de la humedad. Por lo tanto, estos inconvenientes podrian ser mejorados
aumentando la concentracion de alginato y combinandolo con compuestos poliméricos
(goma xantana), recubriendo las capsulas con otros materiales como el bicarbonato de
sodio o utilizando aditivos que modifiquen su estructura, tales como, el glicerol (Pérez
etal., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar la influencia de la concentracion de alginato de sodio en la supervivencia de

Lactobacillus acidophilus encapsulado mediante la técnica de extrusion.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Optimizar el método de encapsulacion por extrusion con diferentes

concentraciones de alginato.
- Determinar las propiedades fisicoquimicas de las microcapsulas.

- Determinar la viabilidad de L. acidophilus en las microcapsulas con diferentes
concentraciones de alginato después de la encapsulacion y durante la digestion

gastrointestinal in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ACTIVACION DE Lactoabillus acidophilus

El Lactobacillus acidophilus CECT 903 fue suministrado por la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafia). El cultivo probidtico liofilizado se activé en un
caldo de Man Rogosa Sharpe (Oxoid, Madrid, Espafia), se incubd a una temperatura de
37 °C durante 24 horas, bajo condiciones de anaerobiosis para obtener una concentracion
inicial de 108 UCF mL™. Las células bacterianas, se centrifugaron a 2000 rpm durante 10
minutos a 4 °C, el pellet se lavd con tampon fosfato salino (PBS) (Oxoid, Madrid,
Espafia), estéril, y se resuspendio en el volumen correspondiente de PBS para obtener
alrededor de 9.5 Log UCF mL™. A continuacidn, el microorganismo se congel6 con
glicerol como crioprotector a -80 °C hasta su uso.

3.2. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENCAPSULACION.

Se prepararon tres soluciones hidrocoloides siguiendo el método de Valero-Cases &
Frutos, 2015 para la formacién de las capsulas utilizando diferentes concentraciones 2%,
4% y 6% de alginato de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Inicialmente, se disolvio
la cantidad adecuada de alginato de sodio en agua destilada con ayuda de un
homogeneizador (T18 digital ULTRA-TURRAX®, Espafia). Posteriormente se
afiadieron 0,15% de goma xantana (Guinama, Valencia, Espafa), 5% de glicerol
(Guinama, Valencia, Espafia) y 2% de bicarbonato de sodio (PanReac AppliChem,
Barcelona, Espafia) bajo constante agitacion. Cada solucion se mezclé y homogeneizo
durante 15 minutos en un homogeneizador. A cada mezcla obtenida se le afiadio el cultivo
bacteriano, previamente activado en una concentracion de 9.5 Log unidades formadoras

de colonias por mL (UFC mL™).

3.3. ENCAPSULACION DE Lactobacillus acidophilus POR EXTRUSION

El proceso de encapsulacion por extrusion se llevé a cabo segun el método descrito por
Lee, Ji, Lee, Choi, & Cho, 2019 con algunas modificaciones. Para la encapsulacion se
usé una bomba de perfusion (mod. KDS 200 / 200P LEGACY SYRINGE PUMP,
Holliston, USA), donde se controla la velocidad de goteo, presion y distancia Las
diferentes soluciones de alginato de sodio (2%, 4%, 6%,) previamente preparadas, se
introdujeron en jeringas de 60 mL ajustadas al equipo de perfusion. Las jeringas tenian

una goma por la que pasaba la solucion hasta llegar a la aguja de 21G. Las diferentes
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soluciones, se dejaron caer a una velocidad de goteo de 100 pl/min, en una solucién de
cloruro de calcio 0,1 M (CaCly) (Baker, J.T. Madrid, Espafia), manteniendo una distancia
de 5 cm entre las agujas y el CaCl.. Las capsulas se dejaron en la solucion de CaCl
durante 30 min y posteriormente se lavaron con agua ultrapura y almacenadas a una

temperatura de 4 °C.

Figura 2. Equipo de extrusion.

3.4. SUPERVIVENCIA DEL LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS
ENCAPSULADO CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
ALGINATO EN CONDICIONES GASTROINTESTINALES IN VITRO

La simulacion de la digestion gastrointestinal humana se llevé a cabo segun el método de
Valero-Cases & Frutos, 2015. Brevemente, la simulacién gastrica se llevé a cabo en PBS
estéril una temperatura de 37 °C bajo agitacién constante a 100 rpm. La solucion se ajustd
hasta alcanzar un pH 2 con la adicion de HCIO 1 M. Una vez acidificado el medio, se

adicion6 3 g/L de pepsina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

Una vez simulado el fluido gastrico por triplicado, simultdneamente, se adiciond 2 gramos
de las diferentes capsulas, y se mantuvieron durante 120 minutos a 37 °C bajo agitacion
constante a 100 rpm. Una vez pasadas las 2 horas de simulacion de la digestion gastrica,
se extrajo un gramo de cada tipo de capsulas para realizar las diferentes diluciones

seriadas y comprobar el efecto de la concentracion de alginato sobre la viabilidad de LA.

La digestion gastrica se paro neutralizando las diferentes soluciones con bicarbonato de

sodio (NaHCOs3) 0,1 M hasta alcanzar un pH de 7. Una vez neutralizadas, se agregaron 1
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g/L de pancreatina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y 4,5 g/L de sales biliares (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia). La digestion intestinal se simulé durante 60 minutos. Pasado
el tiempo de exposicion de Lactobacillus acidophilus encapsulado con diferentes
concentraciones de alginato, se realizaron diluciones seriadas en MRS agar para

comprobar su viabilidad.

3.5. VIABILIDAD DE L. acidophilus

La viabilidad de L. acidophilus microencapsulado con diferentes concentraciones de
alginato se determiné después de la elaboracion de las diferentes microcapsulas y a lo
largo del proceso de digestion gastrointestinal in vitro. Para ello, un gramo de las
diferentes capsulas (2, 4 y 6%), se resupendieron en 9 mL de agua de peptona (dilucion
10%), se trituraron en un homogeneizador de palas (Bag Mixer®, Interscience, Francia)
aproximadamente durante 2 minutos. A continuacion, se siguié el método de las
diluciones decimales seriadas, con 0,9 ml de agua de peptonal00 ul de cada una de las
diluciones, se sembraron por triplicado en placas de MRS agar (Oxoid, Madrid, Espafia).
Seguidamente, las placas sembradas, se incubaron (Camara climatica de laboratorio,
Climas®, Espafia) durante 72 h a 37 °C Una vez pasadas las 72 h, se realizo el recuento
para obtener el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de capsulas segun

la siguiente férmula:

UFC/g de muestra = (Numero de colonias x factor de dilucion) /mL sembrados en la placa
Ecuacion 1

3.6. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS CAPSULAS OBTENIDAS POR
EL METODO DE EXTRUSION

3.6.1 Actividad del agua (aw)

Se determin0 usando un equipo especializado en la aw (Novasina Aw Sprint TH
500, Lachen, Suiza), cada tipo de capsula fue afiadida a una capsula para realizar
la medicion de la aw a 23°C. Todas las muestras se realizaron por triplicado.

3.6.2 Fuerza de rotura

Se determind la fuerza de rotura a partir de diez muestras de los diferentes tipos

de cépsulas utilizando un penetrometro (Bertuzzi, Busto Arsizio, Italia), esta
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fuerza de rotura se expresa en funcion del didmetro de la particula medida “’
Tension de rotura nominal (Tr)’’, calculada a partir de la siguiente ecuacion
(Wang, Wang, & Thomas, 2004):

F .y
Tp = —= Ecuacion 2
TTDm

Donde Fr es la fuerza de rotura de una capsula, Dm es el diametro de una cépsula

antes de aplicarse la fuerza de compresion y Tr es la tension nominal de la pared.

3.6.3 Humedad

Se determind siguiendo el método de Muji¢ et al, 2014 con algunas
modificaciones, se pesaron 6 gramos de los tres tipos de capsulas y se introdujeron
en una estufa (Camara climatica de laboratorio, Climas®, Espafia), 37 °C hasta

alcanzar peso constante.

(Peso de muestra inicial (g) — Peso de muestra seca (g)) % 100

Contenido de humedad = Peso de la muestra (g)

Ecuacién 3

3.6.4 Tamafio y forma

El tamafio y la forma se midieron para 30 capsulas con las diferentes
concentraciones de alginato de sodio (2%, 4% y 6%), respectivamente. Se utilizd
un micrémetro digital electrénico (Mitutoyo JP67, Vitoria-Gasteiz, Espafia) y los

resultaron se expresaron en mm.

Para observar la forma y la superficie de las cépsulas antes y después de la
digestion in vitro se realizaron fotografias (Huawei, P20 pro).

3.6.5 Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se determino siguiendo el método de la prueba de absorcion descrito por Kim,
Kauffman, Norman, & Joo, 1995. Se suspendieron los tres tipos de capsulas en
agua destilada, en una relacion 1:10, dentro de botes de duquesa (Deltalab,
Barcelona, Espafa) de 100 mL estériles, se cerraron y se colocaron dentro de un
deshumificador durante 24 horas. Al cabo de 24 h se pesaron las diferentes

capsulas.
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3.6.6 Eficiencia de la encapsulacion

Se siguio el método propuesto por Verruck et al., 2017, definiéndose dicha
determinacion como una medicion de la eficiencia de la retencién y la
supervivencia de las células. Para obtener esta medida, se empled la ecuacion

siguiente:
EY (%) = (N/Nog) x 100 Ecuacion 4

donde N es el numero de células que han sido liberadas de las capsulas (log CFU
oY) y No es el nimero de células libres adicionadas a la solucion con la que se

encapsulo el probidtico durante el proceso de extrusion.

3.6.7 Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados utilizando el software SPSS v21.0 (SPSS Inc.,
Chicago-Illinous, USA) y se expresaron en términos de desviacion estandar. El
andlisis de la varianza seguido por el test Turkey (p < 0,05) fue usado para la

principal comparacion y evolucion.
4. RESULTADO Y DISCUSION
4.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS DIFERENTES CAPSULAS

CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ALGINATO OBTENIDOS
POR EL METODO DE EXTRUSION.

4.1.1. Actividad de agua y humedad

En lo relativo a la Aw y la humedad de las diferentes capsulas (Tabla 2), la variacion en
la concentracién de alginato no impacta en el valor de esta (0,966). Sin embargo, si se
pueden ver diferencias significativas entre las concentraciones de alginato (2%, 4% y 6%)
y la humedad de las capsulas (94,92%, 92,92%, 91,42%, respectivamente). Coincidiendo
con el presente estudio, Yonekura, Sun, Soukoulis, & Fisk, (2014) donde se llevan a cabo
diferentes microencapsulaciones del L. acidophilus con diferentes materiales pared
(quitosano, alginato de sodio y hidroxipropilmetilcelulosa) se determina también la
humedad y la actividad de agua, mostraron que mientras que la actividad de agua no
sufre oscilaciones significativas (0,25 a 0,29) para los diferentes tipos de capsulas, la
humedad lo hace desde 1,86 hasta 3,96.
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4.1.2. Fuerza de rotura

La Figura 3 representa la tension nominal de rotura de la pared de las distintas
capsulas obtenidas variando la concentracion de alginato. En este grafico se puede
observar como a medida que aumenta la cantidad de alginato lo hace la fuerza necesaria
para romper la pared de las capsulas. En la preparacion de todas las capsulas se mantuvo
constante el tiempo de contacto de estas con el agente reticulante (CaCl,) para evitar que
este factor sea una variable del proceso. La fuerza de rotura indicada en la Tabla 2, no
muestra diferencias significativas para concentraciones de alginato de 2% (2,1 1b) y 4%
(2,28 Ib), mientras que los valores para la concentracion de 6% (2,68 Ib) si se pueden
observar diferencias significativas respecto a las otras dos concentraciones (2% y 4%).
De acuerdo con la ecuacién 2, a pesar de que el diametro de las capsulas se incrementa
con la concentracion de alginato, este incremento (2% y 4%) no es lo suficientemente
significativo como para contrarrestar el aumento de la fuerza de rotura. En estudios
previos con mayores concentracion de alginato, se observé relacion directa entre la
tension nominal de rotura 'y la concentracion de alginato usada en la elaboracion de las
capsulas (Liu, 2010). Al mismo tiempo, una concentracion mayor de alginato derivaria
en la obtencion de una pared de menor porosidad como ocurre en el estudio de Bartkowiak
& Hunkeler, 1999, en el cual se produjeron microcapsulas de alginato de sodio y
quitosano, demostrando que a mayor concentracion de alginato el espesor de la pared se
reduce (también respaldado por Blandino, Macias, & Cantero, 1999) mientras que la
fuerza de rotura se incrementa. Este incremento en la fuerza de rotura demostraria un

grado de porosidad inferior y, por lo tanto, la proteccion del microorganismo seria mayor.
0,0014

0,00135
0,0013

0,00125

Tension nominal (mN)

0,0012

0,00115
0% 2% 4% 6% 8%
[Alginato]
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Figura 3. Tension nominal de rotura en funcién de la concentracién de alginato

4.1.3. Humedad

Teniendo en cuenta los datos de humedad obtenidos (Tabla 2), se puede determinar que
un aumento en la concentracion de alginato reduce el tanto por ciento de humedad. El
peso disponible para ser ocupado por agua es menor a medida que el porcentaje de
alginato incrementa en las capsulas, teniendo para una concentracion del 2%, 4% y 6%
de alginato una humedad del 94,92%, 92,92%, 91,42%, respectivamente. En estudios
previos, se observd que un mayor porcentaje de humedad reduce la estabilidad del
material encapsulado (Tonon, Brabet, Pallet, Brat, & Hubinger, 2009). Por lo tanto, la
viabilidad de LA encapsulado podria verse afectada cuando se encapsula con
concentraciones al 2% de alginato. De modo que las capsulas producidas con un 6% de
alginato deberian proteger al microorganismo de forma mas eficaz al contener menor
porcentaje de humedad (91,42%).

4.1.4. Tamaiio de particula

La Tabla 2 hace referencia al tamafio de particula, de las diferentes capsulas. Se puede
observar que este pardmetro guarda una relacién directa con la concentracion de alginato
empleado en la encapsulacién de LA. A medida que la concentracion se incrementa el
tamafio de particula también lo hace, en funcion de la concentracion de alginato usado,
existiendo una diferencia significativa entre el tamafio de las capsulas del 2% y del 6%
de alginato (2,49 mm y 2,66 mm, respectivamente). En el estudio de Valero-Cases &
Frutos, 2015 en el que se encapsula L. plantarum mediante el proceso de extrusion,
utilizando una aguja similar a la del presente estudio (21G) y empleando la misma
concentracion de CaCly, se determina que el tamarfio de las capsulas podria verse afectado
por la concentracion de alginato, el diametro de la aguja, la concentracion de CaCly, la
presion que ejerce la jeringa que contiene la solucion que forma las capsulas, asi como,
por la velocidad de goteo. Asi mismo, en el estudio realizado por Muthukumarasamy &
Holley, 2006 se uso la técnica de extrusion para obtener microcapsulas formadas con
alginato de sodio de 2,37 mm, un tamafio similar al de las capsulas obtenidas en este
estudio, para ser incorporadas en salchichas. Las capsulas se podian ver, pero no fueron

detectadas en boca por los catadores.
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4.1.5. Capacidad de retencion de agua (CRA)

Los resultados presentados en la Tabla 2 muestran que al aumentar la concentracién de
alginato del 2% al 6% aumenta la CRA desde 81,52 hasta 97,55 %. Esto podria deberse
a la existencia de una mayor cantidad de alginato en las muestras con mayor
concentracion de este. El efecto del alginato en la capacidad de retencion de agua se
corresponde con los resultados procedentes de otros estudios, donde Heidebach et al.
(2009), estudia la encapsulacion del Lactobacillus paracasei, usando como material
pared una proteina de la leche, en esta investigacion se determina que la CRA aumenta
cuando se aumenta la concentracion de la proteina. Se conoce que la CRA esté afectada
por las interacciones debidas a las fuerzas electrostaticas, las fuerzas hidréfobas, los
puentes de hidrogeno entre los diferentes polisacaridos (alginato y goma xantana) que

forman la pared (Yao et al., 2018).

Tabla 2. Determinaciones fisicoquimicas de las cépsulas con diferentes concentraciones de alginato obtenidas mediante la técnica de

extrusion

Parédmetros
Concentracion  Tamafio (mm) Humedad (%) Aw CRA (%) Fuerza de
de alginato (%o) rotura (Ib)
2% 2,49 £0,217 94,92 + 0,004 0,966 +0,48"  81,52+0,010 2,1+0,27A
4% 2,54 +0,26"® 92,92+ 0,004 0,966 +0,48" 84,11 +0,0008 2,28 + 0,388
6% 2,66 + 0,268 91,42 +£0,004 0,966 +0,48% 97,55+ 0,015 2,68 + 0,43

Los valores situados a la derecha de * son la desviacion estandar. Los valores con diferentes letras en la misma columna simbolizan

diferencias significativas de acuerdo con el Turkey test (p < 0,005).

4.2. NUMERO DE CELULAS ENCAPSULADAS EN EL PROCESO DE
EXTRUSION

Segun los resultados mostrados en la Tabla 3 el proceso de encapsulacion por extrusion
del Lactobacillus acidophilus utilizando como material de pared alginato de sodio se ve
afectado por la concentracion de este. Los resultados indican que hay una pérdida
significativa de la viabilidad del microorganismo entre las capsulas formadas con un 2%,
4% y 6% de alginato de sodio siendo el nimero de células encapsuladas 8,09, 8,78, y 9
UFC/ g}, respectivamente. La mayor eficiencia de encapsulacion (100%) se obtiene en
la fabricacién llevada a cabo con la mayor concentracion de alginato (6%) siendo el
sistema menos eficiente cuando se usé un 2% de alginato (89,8%). Esto podria deberse a

la menor porosidad de las cépsulas obtenidas con mayor concentracion de agente
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encapsulante, la cual evitaria de forma maés eficaz la difusion del probiotico durante el
proceso de reticulacion, manteniendo, por lo tanto, valores méas altos del microorganismo
probidtico en su interior, es decir, una mayor porosidad de pared conlleva a una mayor
difusividad del probidtico desde el interior de la capsula al medio que la envuelve. Esta
transferencia de masa podria darse durante el proceso de endurecimiento de la capsula,
ya que el agente reticulante esta disuelto en un medio acuoso, medio en el cual el
probidtico es también soluble. Es por ello por lo que este fendmeno de difusién se ve
reducido al aumentar la cantidad de alginato en el sistema, manteniendo asi mas cantidad
de probiotico en el interior de la capsula. De acuerdo con Blandino et al. (1999), cuanto
mayor concentracion de alginato hay en el sistema menor difusion se produce entre el
interior de la capsula y el exterior. Por otro lado, son varios los autores
Muthukumarasamy & Holley, (2006); Sandoval-Castilla, Lobato-Calleros, Garcia-
Galindo, Alvarez-Ramirez, & Vernon-Carter, (2010); Valero-Cases & Frutos, (2015) que
relacionan el diametro de particula con la capacidad de una capsula para proteger el
probidtico. Las diferencias en la porosidad de la pared de estas capsulas provocadas por
la diferente concentracion de alginato presente durante el proceso de formacion, podrian

ser un factor con un impacto relativo en la supervivencia del microorganismo de estudio.

Tabla 3. Eficiencia del proceso de encapsulacion por extrusion.

L. acidophilus (logio UFC/G)

Concentracion  Células viables antes Células viables después Eficiencia del proceso

de alginato (%) de laencapsulacion  de la encapsulacién de encapsulacion
2% 9 8,09 + 0,23 89,8%
4% 9 8,78 + 0,165 97,5%
6% 9 9,00 + 0,05°¢ 100%

Los valores A que se encuentran en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05)
entre las diferentes concentraciones de alginato que encapsulan el probiético

4.3. SUPERVIVENCIA DEL LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS BAJO
CONDICIONES GASTROINTESTINALES SIMULADAS.

La Tabla 4 muestra los resultados obtenidos para la supervivencia del probiotico en la

digestion in vitro. En todas las cépsulas realizadas, después de la fase gastrica la
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concentracion de microorganismos disminuye, siendo el sistema con una concentracién
de alginato del 6% el que mantiene una supervivencia mayor 7,24 log UFC gy el del
2% el que muestra una supervivencia menor 4,45 log UFC g. La influencia de la
concentracion de alginato en la porosidad estudiada previamente por Bartkowiak &
Hunkeler (1999); Blandino et al. (1999), indica que las capsulas producidas con un 6%
de alginato son las que deberian tener una porosidad menor, conclusién que permite
explicar porque las capsulas que consiguen mantener en su interior una mayor cantidad
de probidtico protegido después de la simulacion de la fase gastrica son las fabricadas
con una mayor cantidad de alginato. En la , se observa el aspecto que presentan los
distintos tipos de capsulas después de haber estado sometidas a un pH de 2,5 y a la activad
de la pepsina durante dos horas, condiciones que simulan la fase gastrica. Segun estas
imagenes la Gnica capsula que presenta fisuras después de este tratamiento es la formada
con un 2% de alginato. Esta debilidad latente de la pared muestra el impacto de la
concentracion de alginato en la resistencia de la pared conduciendo a la desintegracion de
la cdpsula y con ello a la liberacion del probiotico. Siguiendo los resultados obtenidos, se
podria determinar que las capsulas producidas con un 2% de alginato no resisten de forma
suficiente las condiciones estomacales para mantener concentraciones de probidtico
superiores al 108, mientras que las capsulas compuesta por un 4% (6,31 UFC g1) y 6%
(7,24 UFC g?) de alginato si.

[Alginato]

2% 4% 6%

Figura 4. Imagenes de los distintos tipos de capsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato, después de
la digestién gastrica in vitro.
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En lo referente a la simulacién de los jugos intestinales, claramente se puede afirmar que
los microorganismos encapsulados con un 2% de alginato no consiguen ser protegidos
del medio que los envuelve, no obteniendo supervivencia del microrganismo
encapsulado, al finalizar el periodo de digestion. Por otro lado, las capsulas compuestas
con un 4y 6 % de alginato, permiten ver una correlacion entre la cantidad de alginato y
la viabilidad del probiético (4,62 UFC gy 6,30 UFC g}, respectivamente), consiguiendo
que LA se libere de forma mas lenta cuanto mayor en la concentracion de alginato, menor
es la porosidad y menor es el grado de degradacion de la pared de la capsula, por tanto,
mediante la concentracion de alginato se puede controlar la cinética de liberacion del
probidtico. Las imagenes de la, muestran el efecto del jugo intestinal sobre la superficie
de las cépsulas producidas con diferentes concentraciones de alginato. La imagen que
representa a las capsulas producidas con el 2% de alginato presenta restos de pared
demostrando la rotura de las cépsulas debido a la accién de las sales biliares y la
pancreatina. En cuanto a las capsulas que contienen un 4% de alginato, se pueden apreciar
una serie de fisuras en la superficie indicando que la pared ha iniciado el proceso de
degradacion. Por ultimo, las capsulas con mayor concentracion de alginato son las que
muestran una mayor resistencia a la actividad enzimatica y a la acidez biliar. El estado de
las capsulas obtenidas a diferentes concentraciones de alginato se correlacionan con los
valores de la reduccion celular mostrados en las Tabla 4, siendo para un 2% (capsulas que
presentan una degradacion mayor) del 100%, para un 4% (capsulas que muestran una
degradacion intermedia) del 52,62% Yy para el 6% (capsulas con menor modificacion de

la integridad) del 30% Unicamente.

[Alginato]
2% 4% 6%

Figura 5. Imagenes de los distintos tipos de capsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato,

después de la digestion intestinal in vitro
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En referencia a la digestion in vitro si se comparan los resultados obtenidos para las
distintas concentraciones de alginato se puede ver que, para todos los casos, las dos fases
(géstrica e intestinal) impactan en la viabilidad del probidtico, aunque este impacto es de
magnitudes diferentes en funcidn de la concentracion del material encapsulante utilizado.
Concretamente, la reduccion de la bacteria lactica aumenta a medida que la concentracion
de alginato es menor, es por ello, que las capsulas cuya concentracion es de un 6% en

alginato, protegen al probi6tico en todas y cada una de las fases estudiadas.

Tabla 4. Supervivencia a la digestion in vitro del L. acidophilus encapsulado con diferentes concentraciones de
alginato.

L. acidophilus (logio UFC/G)
Antes de la Después de la Después de la Reduccién

Concentracion de  digestion fase gastrica  fase intestinal  celular
alginato (%) (%)
2% 8,09 + 0,237 4,45 + 0,037 NP 100,00
4% 8,78 + 0,1652 6,31 +0,058° 4,62 + 0,095¢ 52,62
6% 9,00 + 0,052 7,24 +0,175° 6,30 + 0,17¢¢ 30,00

Los valores A€ que se encuentran en la misma columna indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05)
entre las diferentes concentraciones de alginato que encapsulan el probiético.

Los valores ¢ que se encuentran en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0,05) para la misma
concentracion de alginato que encapsula el probiético.
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5. CONCLUSION

La tecnologia de microencapsulacion mediante extrusion mostré ser un método 6ptimo
para la encapsulacion del Lactobacillus acidophilus. Sin embargo, la concentracién de
alginato usada mostrd: diferencias significativas en la eficiencia de la encapsulacion;
permitiendo alcanzar valores de eficiencia muy elevados, 100% con un 6% frente un
89,8% y 97,5%, para un 4 y 2 %, respectivamente. En la tensiébn nominal de rotura
también se observd un aumento con la concentracion de alginato (2, 4 y 6%), adquiriendo
valores con 0,0014 mN se usé el 6%. Asi como la supervivencia del Lactobacillus
acidophilus en la digestion in vitro, ya que las capsulas con un contenido del 6% en
alginato presentaron menor pérdida de viabilidad (6,30 UFC g*). Asi mismo, se detectd
una relacion entre la concentracion de alginato y la liberacién del microorganismo en el
tracto gastrointestinal pudiendo llegar a controlar la difusién del microorganismo desde

el interior de la matriz dependiendo de la concentracion de alginato de sodio utilizada.

Por lo tanto, seria interesante aplicar las capsulas formuladas con un 6% de alginato en
futuros estudios en las que se introduzcan dentro de un alimento, analizado su
compatibilidad con el mismo, el grado de conservacion dentro de este y asegurando su

liberacion en el momento adecuado para mejorar la funcionalidad de este alimento.
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