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RESUMEN GENERAL

“Control de pH interno de microcapsulas para la proteccion de probioticos ante
p p p p p

condiciones gastrointestinales simuladas”

La encapsulacion es uno de los métodos mas recurrentes para la proteccion de agentes
bioactivos, la funcion principal de la encapsulacion es aislar los agentes bioactivos y
protegerlos del oxigeno, humedad, luz, digestion géstrica y pH, para promover la
liberacion controlada, sin embargo, la encapsulacion presenta una desventaja importante
que es la porosidad de los biopolimeros que forman parte de la pared de la capsula, por lo
que permite el intercambio de iones, por lo cual condiciones como el pH se pueden
modificar y con ello disminuir la viabilidad de los bioactivos. Con el objeto de mantener
el pH neutro al interior de microcépsulas de alginato con L. casei entrampado, después de
ser sometidas a condiciones géstricas simuladas, en la presente investigacion se
adicionaron diferentes concentraciones de Mg(OH),, como base para ejercer un efecto
buffer. El andlisis FTIR indic6é que las altas concentraciones de Mg(OH), inducian el
despliegue de proteinas celulares que ponian en riesgo la viabilidad de los probidticos.
Esto ultimo sugiere que si bien el Mg(OH) es capaz de aumentar el pH dentro de las
capsulas con respecto al pH del ambiente externo, se debe determinar una concentracién
adecuada donde se reduce o dificulta el desarrollo de la proteina. El analisis de viabilidad
de L. casei mostrd que una concentracion de alrededor de 0.1 g de Mg(OH), g™! de alginato
maximizaba el recuento celular en condiciones gastricas simuladas.

Palabras clave: alginato; hidroxido de magnesio; L. casei; proteccion gastrica; pH.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Autonoma Chapingo
Autor: Irene Margarita Arenales-Sierra
Director: Dra. Consuelo Silvia Olivia Lobato Calleros



GENERAL ABSTRACT

“Internal pH control of microcapsules for the protection of probiotics under

simulated gastrointestinal conditions”

Encapsulation is one of the most recurrent methods for the protection of bioactive agents,
the main function of the encapsulation is to isolate bioactive agents and protect them from
oxygen, moisture, light, gastric digestion and pH, to promote controlled release, however,
the encapsulation presents an important disadvantage that is the porosity of the
biopolymers that are part of the capsule wall, by what allows the ion exchange, for which
conditions like the pH can be modified and with this decrease the viability of the bioactive
In order to maintain the neutral pH inside microcapsules of alginate with trapped L. casei,
after being subjected to simulated gastric conditions, in the present investigation different
concentrations of Mg(OH), were added, as a base to exert an effect buffer. The FTIR
analysis indicated that high concentrations of Mg(OH), induced the deployment of
cellular proteins that put at risk the viability of probiotics. The latter suggests that although
Mg(OH); is able to increase the pH inside the capsules with respect to the pH of the
external environment, an adequate concentration should be determined where the protein
development is reduced or hindered. The viability analysis of L. casei showed that a
concentration of about 0.1 g of Mg(OH), g! alginate maximized the cell count under
simulated gastric conditions.

Key words: alginate; magnesium hydroxide; L. casei; gastric protection; pH.

Tesis de Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Irene Margarita Arenales-Sierra
Director: Dra. Consuelo Silvia Olivia Lobato Calleros



1. INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos que cuando estan presentes en la cantidad adecuada
en el tracto digestivo confieren efectos benéficos a la salud del huésped (Lourens-Hattingh
and Viljoen, 2001). Sin embargo, para proveer estos efectos benéficos es necesario que
sobrevivan al paso a través del tracto gastrointestinal, que involucra pH acido y diversas
enzimas. Lamentablemente, la mayoria de las bacterias probidticas no sobreviven a
condiciones acidas (pH~2) en el tracto gastrico, lo cual limita su biodisponibilidad y por

tanto su efecto benéfico.

Uno de los métodos para prevenir la disminucion de la carga celular y/o dafio de bacterias
probioticas es la encapsulacion. Se han desarrollado varios sistemas de encapsulacion con
mezclas de biopolimeros que no dafian a los microorganismos y que mejoran su
supervivencia. Sin embargo, estos sistemas tienen la desventaja de que todos son
materiales porosos en mayor o menor grado, lo que permite el intercambio idnico
afectando directamente el pH dentro de la cadpsula que como consecuencia disminuye la

bioactividad de los probidticos.

En los ultimos afos, se ha desarrollado una metodologia donde, ademds de la
microencapsulacion, se agrega una sustancia que ejerce un efecto tampon dentro de la
capsula (Yao et al., 2018; Gu et al., 2019), lo que en algunos casos da como resultado la
mejora en la biodisponibilidad de probidticos, sin embargo, estas tecnologias presentan
grandes desafios, quizd uno de los mas importantes seria la evaluacion del efecto sobre
las bacterias de los compuestos presentes cuando las bases inorganicas se disuelven en
condiciones 4cidas. Las investigaciones que hasta el momento se han realizado sobre la
coencapsulacion de bases inorganicas y probiodticos son las publicadas por Yao et al.,
(2018) y Gu et al., (2019), aunque es cierto que ambos estudios informan que el uso de

nanoparticulas de MgO, Mg(OH), y MgCQO3 mejoran la supervivencia de los



microorganismos evaluados, también es importante mencionar que Gu et al. (2019)
reportaron que después de condiciones biliares simuladas el Mg(OH)2 no ejerce un efecto
satisfactorio, por lo que seria relevante verificar qué tipo de bases inorganicas contribuyen
a la supervivencia y biodisponibilidad de los probidticos, asi como las dosis ptimas de
estos compuestos. Por lo antes mencionado el objetivo de la presente investigacion fue
determinar el efecto de Mg(OH). como base inorgéanica para controlar el pH interno de
microcapsulas a diferentes concentraciones, a fin de evaluar si existe algin dafio

estructural en las bacterias probioticas y cuantificar su viabilidad.

El documento consta de cuatro capitulos: el presente capitulo que corresponde a la
introduccion acerca de la importancia de la proteccion de probidticos y el uso de bases
inorganicas en la coencapsulacion de bioactivos; el capitulo dos presenta el estado del arte
acerca de los agentes bioactivos enfocado a probioticos y los sistemas de proteccion
usados, el capitulo tres que presenta una revision acerca del uso de bases inorganicas en
hidrogeles para la proteccion agentes bioactivos suceptibles a pH y finalmente el capitulo
cuatro estd compuesto por un articulo de investigacion acerca del incremento de la
viabilidad de L. casei con capsulas de alginato-Mg(OH). en condiciones gastricas

simuladas.



2. MARCO TEORICO

2.1. Agentes bioactivos

Los compuestos bioactivos derivados de los alimentos han ganado atencion en los ultimos
afios debido a sus beneficios potenciales para la salud en la reduccion de los riesgos de
enfermedades, como diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares y obesidad; dichos
beneficios se deben a sus actividades antitumorales, antiinflamatorias, antioxidantes,
antihipertensivas y antihiperlipidémicas, ademas de sus funciones nutricionales basicas.
Estos compuestos bioactivos de origen alimenticio incluyen fitoquimicos, acidos grasos,
vitaminas, proteinas, péptidos y polisacdridos. A menudo los bioactivos son altamente
sensibles a estimulos ambientales, como luz, calor, pH bajo y oxigeno, durante el proceso
de transformacion y almacenamiento. Ademads, los problemas que ocurren durante la
administracion oral de ingredientes bioactivos deben ser superados (Chai et al., 2018).
Los agentes bioactivos se pueden clasificar en moléculas bioactivas como agentes
saborizantes, endulzantes, enzimas, colorantes y vitaminas, entre otros, y células vivas

como probidticos (Fang & Bhandari, 2010).
2.1.1. Agentes bioactivos susceptibles a pH

Uno de los factores dificiles de controlar es el pH, su modificacion genera cambios en el
entorno de los componentes bioactivos, ocasionando cambios en su estructura quimica y
biodisponibilidad, por lo que es necesario conocer la naturaleza quimica de estos
compuestos, con el fin de desarrollar tecnologias de acuerdo con un proceso que preserve
su funcionalidad hasta que los bioactivos alcancen su sitio activo y ejerza su funcion.
Algunos de los compuestos bioactivos que experimentan cambios cuando se modifica el

pH se pueden observar en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Ejemplos de bioactivos susceptibles a pH

Agente bioactivo Efecto de pH
Antocianina de camote El andlisis de los datos indicé una reaccidon de primer
morado orden para la degradacion de las antocianinas en

soluciones de pH 3.0, 5.0 y 7.0 tienen vidas medias de
10.27, 12.42 y 4.66 h, respectivamente; este tipo de
antocianinas es mas estable a pH 5, porque apH 3y 7 el
tiempo de degradacion es menor (Jiang ef al., 2019).

Miricetina (Flavonoide) Debido a su estructura quimica, este compuesto es estable
apH 2 (Yaoetal., 2014).

Enzimas Polifenol oxidasa extraida de frutos maduros de Mauritia
flexuosa: Actividad 6ptima a pH 7.0 y 35 °C, con
inactivacion completa entre 2.0 < pH> 10 (de Oliveira &
Orlanda, 2017).

B-galactosidasa de Aspergillus oryzae: la enzima
inmovilizada a pH 5 era mas estable que la enzima libre a
pH 5 y 9, mientras que a pH 7 la enzima libre era
claramente mas estable que la enzima inmovilizada (de
Albuquerque et al., 2016).

Lipasa pancreitica: esta enzima es altamente
susceptible a la degradacion durante el paso a través del
ambiente altamente acido del estomago. En individuos
sanos, se ha informado que solo el 1% de la actividad de
la lipasa se retiene después del paso a través del estdmago
(Zhang, Chen, Zhang, Deng, & McClements, 2016).

Probioticos Lactobacilli sp.: el pH minimo al que crecen y sobreviven
es aproximadamente 3.7 y hasta pH 7 (Boylston et al.,
2004; Mattila-Sandholm et al., 2002; Tripathi & Giri,
2014; de Melo-Pereira et al., 2018).

Bifidobacterium sp.: actividad maxima a pH entre 6.5 y
7.5 (Florindo et al., 2018; Holkem et al., 2017; Zhang et
al., 2019).

En algunos casos, como algunos flavonoides, el pH 4cido brinda estabilidad; sin embargo,
en el caso de las enzimas y los microorganismos probioticos, el pH 4cido disminuye la

funcionalidad y biodisponibilidad de estos compuestos y microorganismos.



2.1.2. Probioticos

Los probidticos se definen como "microorganismos vivos" que si se administran en las
dosis apropiadas tienen un efecto beneficioso sobre el huésped la cantidad varia entre 108
y 107 unidades formadoras de colonias por gramo (UFC g!), esto depende de la cepa, a
estos microorganismos se les ha atribuido efectos benéficos sobre el sistema inmunologico
(Gardiner et al., 2002; Burgain, Gaiani, Linder, & Scher, 2011; Aratjo et al., 2016; Ying
et al., 2012; Nualkaekul, Cook, Khutoryanskiy, & Charalampopoulos, 2013), es por esta
razén que es importante proteger a los probiodticos de condiciones adversas en el medio
ambiente (oxigeno y pH), condiciones de procesos que involucren cambios drasticos de
temperatura y presion, asi como finalmente condiciones gastrointestinales (pH y enzimas),
para que puedan llegar al colon y ejercer su efecto benéfico. El pH en el estomago humano
es quizas una de las condiciones mas hostiles para los probidticos, ya que tiene un pH
entre 1-2, la mayoria de los probidticos solo pueden sobrevivir en estas condiciones
durante 30 segundos o unos pocos minutos (Sarao, & Arora, 2017). Las principales
especies probidticas se muestran en el Cuadro 2, asi como los beneficios asociados a cada

especie.



Cuadro 2. Especies de bacterias acido-lacticas y propiedades de probioticos especificos

Especie Subespecie Benedficios asociados
Lactobacilli sp L. acidophilus Inmunidad celular
L. casei mejorada en adultos sanos
L. delbrueckii ssp. en un ensayo controlado.
(bulgaricus) Mejora de la funcion
L. cellobiosus inmune de la mucosa,
L. curvatus secrecion de mucina y
L. fermentum prevencion de
L. lactis enfermedades.
L. plantarum Disminucion de pdlipos,
L. reuteri adenomas y cancer de
L. brevis colon en animales de
experimentacion.
Disminucion de diarrea
aguda.
Bifidobacterium sp B. bifidum Reduccién de la incidencia
B. adolescentis de enterocolitis
B. animalis necrotizante neonatal.
B. infantis
B. thermophilum
B. longum
Enterococcus sp. Ent. Faecalis Disminucion de la duracion
Ent. Faecium de la diarrea aguda por
gastroenteritis.

Fuente: Modificado de Parvez, Malik, Kang, & Kim (2006)

El efecto benéfico de los probidticos dependerd de la especie, la cantidad de
microorganismos que alcancen su sitio activo, el ambiente en el que se encuentra y la

salud del huésped para que pueda proliferar y colonizar el colon.



2.2. Condiciones gastrointestinales adversas para probioticos

Los compuestos administrados por via oral encuentran diversas barreras en el tracto
gastrointestinal antes de que se absorban y entren en el torrente sanguineo (Figura 1). La
cavidad oral es la primera barrera para los probiodticos después de la ingestion. Las
condiciones orales tipicas son pH neutro (7.4) con saliva que contiene principalmente
amilasa. El pH oral, la fuerza ionica, la temperatura, la velocidad de flujo, las fuerzas de
friccion y las enzimas salivales, como las amilasas, son responsables de descomponer las
sustancias en la cavidad oral. Las bacterias ingeridas pueden sufrir cambios apreciables

en la composicion y estructura en la boca (McClements, 2013).
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Figura 1. Representacion esquematica de las condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas

en diferentes regiones del tracto gastrointestinal humano.

Fuente: Chai et al., 2018.



Posteriormente, los alimentos se tragan en la faringe y llegan al estdbmago a través del
esofago. El estdbmago contiene pepsina y es un ambiente altamente &cido. Los alimentos
se digieren fisicamente en una masa espesa y semifluida llamada quimo, que se activa con
fluidos gastricos muy acidos (pH 1-2) o con enzimas digestivas multiples (por ejemplo,
proteasas, amilasas y lipasas). Ademas, también puede producirse una digestion quimica
simple en el estémago, lo que permite que el quimo se digiera mas a fondo en
macromoléculas, como proteinas, grasas y polisacaridos, antes de transferir al intestino
delgado. El quimo se traslada al duodeno y al ileon y se digiere mediante enzimas
pancredticas (proteasas, lipasas y amilasas) y otras enzimas digestivas en el intestino
delgado. El pH interno cambia a 6.0—7.0. Sin embargo, los nutrientes impregnan la capa
de moco y llegan a las células epiteliales para su absorcion. Si bien los alimentos ingeridos
son degradados y absorbidos principalmente por el estobmago y el intestino delgado,
algunos componentes, como la fibra dietética, no son digeribles debido a su composicion
y estructura especiales. Estos componentes pasan al colon, donde el pH es 7.0-8.0, y se

desintegran alli por diversos microbios (Chai ef al., 2018).
2.3. Sistemas de proteccion de probiodticos

Las técnicas de encapsulacion pueden basarse en principios fisicoquimicos y/o en
enfoques de ingenieria de procesos. En la mayoria de los casos se usan ambos principios,
sin embargo, uno de ellos generalmente prevalece sobre el otro. La eleccion de una técnica
particular dependerd de la aplicacion y las propiedades de los bioactivos, aunque
diferentes técnicas o una combinacion de mas de una podrian proporcionar una proteccion
adecuada (Figura 2). En general, tres puntos se deben considerar en la encapsulacion de
agentes bioactivos: (i) la formacion de la pared alrededor del material a encapsular; (ii)
asegurar que no ocurran fugas no deseadas; (iii) asegurar que los materiales no deseados

se mantengan fuera (Mozafari et al., 2008).
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Figura 2. Sistemas de proteccion producidos por diferentes técnicas de encapsulacion
Fuente: Okuro et al., 2015

El objetivo principal de la encapsulacion es proteger el material del niicleo de condiciones
ambientales adversas, como los efectos indeseables de luz, humedad y oxigeno, lo que
contribuye a un aumento de la vida util del bioactivo y promueve una liberacion controlada
del encapsulado. En la industria alimentaria, el proceso de microencapsulacion se puede
aplicar por diversos motivos que Desai y Park (2005) han resumido de la siguiente manera:
(1) proteccion del material del nucleo contra la degradacion al reducir su reactividad con
su entorno exterior; (ii) reduccion de la evaporacion o tasa de transferencia del material
del nacleo al ambiente exterior; (iii) modificacion de las caracteristicas fisicas del material
original para permitir un manejo mas facil; (iv) adaptar la liberacion del material del
nucleo lentamente a lo largo del tiempo o en un momento determinado; (v) enmascarar un
sabor o sabor no deseado del material del nucleo; (vi) diluciéon del material del nticleo
cuando solo se requieren pequenas cantidades, mientras se logra una dispersion uniforme
en el material huésped; (vii) para ayudar a separar los componentes de la mezcla que de

otra manera reaccionarian entre si. Los ingredientes alimenticios de los acidulantes,
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agentes saborizantes, edulcorantes, colorantes, lipidos, vitaminas, minerales, enzimas y

microorganismos, se encapsulan usando diferentes tecnologias.
2.3.1. Materiales de pared

Algunos materiales de pared de uso alimentario y biocompatibles se presentan en el
Cuadro 3. Los carbohidratos se utilizan ampliamente como material de pared para la
encapsulacion de ingredientes alimentarios debido a su capacidad para formar so6lidos
vitreos amorfos que proporcionan soporte estructural al material de pared del sistema de
suministro. Su capacidad para unir ingredientes activos se ve complementada por su
diversidad, bajo costo y uso generalizado en alimentos y por eso los convierte en la opcion
preferida para la encapsulacion. Por otro lado, las proteinas y los aislados que contienen
proteinas (por ejemplo, suero de leche, soja, caseina, gelatina) consisten en una amplia
gama de grupos funcionales que imparten propiedades anfifilicas y, por lo tanto,
excelentes capacidades de emulsificacion. Lo anterior, los hace favorables para la
disolucion de ingredientes activos hidréfobos. Ademas, sus capacidades de formacion de
peliculas y la capacidad de autoasociarse en redes, las hacen utiles como material de matriz
(Augustin & Hemar, 2009). Finalmente, la goma mas popular para usar como material de
pared es la goma arabica, también conocida como goma arabiga. Su popularidad se debe
a una combinacion de caracteristicas favorables tales como: capacidad de formacion de
pelicula, solubilidad acuosa, baja viscosidad, buena retenciéon de componentes volatiles y
propiedades emulsionantes, todo lo cual se origina en una pequefia fraccion (£ 5%) de

proteina presente en la goma (Madene, Jacquot, Scher, & Desobry, 2006).
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Cuadro 3. Materiales de pared de uso alimentario y sus funciones.

Categoria Material de pared Funciones importantes
Carbohidratos  Almidén Solido vitreo, sabores
aglutinantes / activos.
Dextrina Solido vitreo, filmacion.
Maltodextrina Formacion de pelicula, sabores
/ activos aglutinantes,
formacion de matriz.
Cyclodextrina Aglutinantes de sabores /
activos, emulsionante, buen
emulsionante.
Almidén modificado Buen emulsificante.
Quitosano Solido vitreo, formacion de
complejos.
Celulosa Celulosa modificada Formacion de pelicula.
(metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, etc.)
Proteinas Suero Formacion de pelicula,
emulsionante.
Soya Emulsionante.
Caseina Formacion de pelicula,
emulsionante.
Gelatina Emulsionante  formador de
pelicula.
Gomas Arabica (Acacia) Emulsionante, formador de
pelicula, sdlido vitreo.
Almendra Emulsionante, solido vitreo
Mezquite Emulsionante, sélido vitreo,
saborizante.
Alginato de sodio Formacion de gel, espesante.
Ceras, parafina, grasas Barrera al O2 y al agua.
(hidrogenadas)

Fuente: Labuschagne, 2018

Alginato

El alginato es un polisacarido lineal y anidnico derivado de algas marinas marrones, como
Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera y Ascophyllum nodosum. Debido a sus
propiedades quimicas y fisicas, se ha estudiado ampliamente debido a su capacidad para
formar geles y microparticulas. Las mezclas de alginato se consideran biocompatibles,
seguras, perecederas y no-inmunogénicas Puede definirse como biopolimero anidnico que

consiste en unidades de dcido manurdénico y gulurénico en los bloques irregulares. El
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acido manuronico forma enlaces B (1> 4) y el acido gulurénico forma enlaces a (1 2 4).
Las unidades de 4cido manurdnico y gulurénico estdn unidas por enlaces glicosidicos. Los
segmentos de 4acido gulurénico exhiben conformaciones rigidas y dobladas que

proporcionan rigidez a las cadenas moleculares (Thakur ef al., 2018; Agiiero et al., 2017).

o]
S on
0 -0, HO -
HO ° g %..&
Qg H Room temperature [} ; 3 o
%_/

—_— o O o
&
OH 9 eo HOO,
M-blocks
o o
o

G-blocks HO, 0 HO OH o

“egg-box"

b

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura “egg-box” interaccion ionica de

los iones carboxilato de las unidades de alginato guluronato y los iones Ca*"
Fuente: Agiiero et al., 2017.

La matriz de alginato se puede preparar a través de la reticulacion fisica y/o quimica de
las cadenas del polimero. La reticulacién idnica genera una red tridimensional
principalmente mediante la interaccion de los grupos carbonilo de los restos de guluronato
con cationes multivalentes, dando lugar a la bien conocida conformacion "egg-box"
(Figura 3). La fuerza de interaccion de importantes cationes de reticulacion de alginato
presenta el siguiente orden: cationes trivalentes> Pb?>> Cu?"> Cd**> Ba**> Sr**> Ca?".
Aunque el ion Ca*" no muestra la mayor fuerza de interaccion, es el mas utilizado. Esta
preferencia podria estar asociada a la aceptabilidad del calcio por parte del organismo
humano, debido a su papel como componente principal del sistema esquelético, asi como
a la regulacion de varios procesos fisiologicos. Los cationes Sr** y Ba?" también se
consideran agentes de reticulacion, sin embargo, el uso de Pb?*, Cu?" y Cd?* esta limitado
debido a su toxicidad (Agiiero et al., 2017; Bekhit, Sdnchez-Gonzalez, Ben-Messaoud, &
Desobry, 2016).
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El gel de alginato de calcio formado es permeable a las moléculas solubles en agua, cuyos
pesos moleculares son menores a 5000 Daltons. Las moléculas mas grandes también
pueden difundirse a través del gel, pero si el peso molecular supera los 10,000 Daltons,
no se produce difusion. La excepcidn a esto son los lipidos, que permanecen en la matriz
incluso cuando son de bajo peso molecular (Rodriquez-Llimos, Chiappetta, Szeliga,

Fernandez, & Bregni 2003).
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3. USO DE BASES INORGANICAS EN HIDROGELES PARA LA
PROTECCION DE AGENTES BIOACTIVOS SUCEPTIBLES A pH:
REVISION/USE OF INORGANIC BASES IN HYDROGELS FOR THE
PROTECTION OF pH SENSITIVE BIOACTIVE AGENTS: A REVIEW

3.1. Resumen

Existe un creciente interés por la incorporacion de bioactivos a alimentos funcionales,
suplementos y productos farmacéuticos, debido a su efecto promotor de la salud. Sin
embargo, la gran mayoria de los bioactivos son susceptibles a alteraciones quimicas y
fisicas durante su procesamiento, almacenamiento y digestion. En adicion, condiciones
ambientales no favorables, tales como temperatura, luz, oxigeno y pH pueden afectar su
estabilidad. El pH es quizas uno de los factores mas importantes a considerar, debido a
que cambios en sus valores pueden alterar la estructura quimica y la funcion biologica de
los bioactivos, asi como disminuir su biodisponibilidad. Hidrogeles micro y nanometricos
han sido reportados como sistemas potenciales para proteger bioactivos de valores de pH
severos. No obstante, los hidrogeles presentan propiedades de barrera pobres contra iones
circundantes (e.g. H"), debido a su caracter hidrofilico y estructura porosa. Para resolver
este problema se ha propuesto la inclusién de ciertos tipos de bases inorganicas a los
hidrogeles, tales como Mg(OH),, CaCO3, ZnCO3 y MgCOs3, con baja solubilidad en agua
a valores de pH relativamente elevados. Varios estudios han demostrado que bases
inorganicas han sido usadas con éxito para controlar el pH interno de microsistemas
conteniendo proteinas. En contraste, escasos estudios se han llevado a cabo sobre el uso
de estas bases para la proteccion de probidticos encapsulados contra condiciones
gastrointestinales simuladas. Por otra parte, la accion antibacterial de las bases inorganicas
que ha sido reportada, practicamente no ha sido explorada en sistemas de encapsulacion.
Este articulo presenta una revision breve de ambos temas.

Palabras clave: pH, hidrogeles, probidticos, bases inorganicas.
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3.2. Abstract

There has a growing interest in incorporating bioactives into functional foods,
supplements, and pharmaceuticals because of their health promoting effect. However,
bioactives are mostly susceptible to chemical and/or physical alterations at processing,
storage, and digestion. Unfavorable environmental conditions, such as temperature, light,
oxygen and pH may affect their stability. pH is perhaps one of the most important factors
to consider, because changes in its values may alter the chemical structure and biological
function of bioactives, as well as decrease their bioavailability. Micro and nanometric
hydrogels have been reported as potential systems to protect bioactives from harsh values
of pH. Nevertheless, hydrogels have poor barrier properties against surrounding ions (e.g.
H"), due to their high hydrophilic character and porous structure. To overcome this
problem, the inclusion of certain types of inorganic bases with low water solubility at
relatively high pH values, such as Mg(OH),, CaCO3, ZnCO3 and MgCOs3 has been
proposed. Various studies have shown that inorganic bases have been successfully used
for controlling the internal pH in microsystems containing proteins. In contrast, scarce
studies have been carried out on the potential application of these bases to protect
encapsulated probiotics against simulated gastrointestinal conditions. On the other hand,
the reported antibacterial action of inorganic bases practically has been unexplored in
these encapsulation systems. This paper presents a brief overview of both issues.

Keywords: pH, hydrogels, probiotics, inorganic bases.
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3.3. Introduccion

En los ultimos afios ha surgido un creciente interés en incorporar bioactivos en alimentos
funcionales, suplementos y productos farmacéuticos debido a sus efectos benéficos a la
salud (Okuro et al., 2015; McClements, 2018). Sin embargo, los bioactivos en general son
susceptibles a alteraciones quimicas y/o fisicas bajo condiciones de procesamiento,
almacenamiento y digestion (McClements, 2018). En adicion, condiciones ambientales
desfavorables (temperatura, pH, luz, oxigeno, etc.) pueden afectar la biodisponibilidad y
la actividad biologica de los bioactivos (Abaee et al., 2017). La encapsulacion se considera
una alternativa viable para preservar la actividad de los compuestos bioactivos, mejorar
su aplicacion en las formulaciones alimenticias, nutracéuticas o bioldgicas; asi como para
su administracion y liberacion gastrointestinal controlada en un sitio especifico (Shishir
et al., 2018). Los hidrogeles de biopolimeros (también denominados particulas de
biopolimeros, nanogeles, capsulas de hidrogel o microcapsulas) fabricados a partir de
proteinas y/o polisacaridos de calidad alimentaria, se consideran particularmente
adecuados para encapsulacion, debido a que las condiciones usadas para su preparacion
son suaves y no afectan la estructura ni las propiedades del bioactivo (Zhang et al., 2016;
McClements, 2017; Guo et al., 2018). Los hidrogeles de biopolimero son redes
tridimensionales entrecruzadas, que pueden absorber y mantener una gran cantidad de
agua (Su et al., 2019). Las estructuras internas y externas, composicion y dimension de
las particulas de los hidrogeles, se pueden modular mediante la seleccion de biopolimeros
y el método de fabricacion para obtener cierta funcionalidad y aplicaciones particulares
(Ma et al., 2018; Su et al., 2019). La seleccion de un material de proteccion y técnica de
fabricacion adecuados, son indispensables para controlar la funcionalidad de un sistema
de proteccion y liberacion (Okuro et al., 2015). Al disenar un hidrogel para encapsular un
bioactivo, es importante considerar las propiedades del bioactivo en cuestion y las de la
matriz alimentaria a la cual serda incorporado. Cada bioactivo tiene su propio y unico
origen bioldgico, propiedades moleculares, caracteristicas fisicoquimicas, actividades
bioldgicas y respuesta particular a condiciones ambientales especificas (pH, luz, actividad
enzimatica, oxigeno, etc.) (Okuro et al., 2015; Yao et al. , 2018). Dependiendo de su
naturaleza quimica, los bioactivos son especialmente sensibles a ciertas condiciones

ambientales particulares. Las enzimas se pueden desnaturalizar y desactivar cuando se
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alteran el pH, fuerza idnica o condiciones de temperatura (He et al., 2014; Zhang et al.,
2017; McClements 2017). Los lipidos poliinsaturados pueden sufrir degradacion quimica
debido a la oxidacion cuando se exponen a altos niveles de oxigeno, temperaturas
elevadas, luz o prooxidantes (Holkem et al., 2017; Zhang et al., 2019). Los probidticos
pueden perder viabilidad durante el almacenamiento, incorporados a un producto
alimenticio funcional o durante su paso por el tracto gastrontestinal (McClements 2017,
Yaoetal.,2018; Guet al.,2019). En los ultimos afos, se ha desarrollado una metodologia
que comprende, ademas de la microencapsulacion, la inclusion de una sustancia que ejerce
un “efecto tampon” en el interior del hidrogel para la proteccion de diversos bioactivos
contra su exposicion a condiciones acidas (Zhang et al., 2016; Zhang et al., 2017; Yao et
al. , 2018; Gu et al., 2019), lo que en algunos casos ha causado mejoramiento en su
biodisponibilidad. No obstante, esta tecnologia representa grandes desafios; quiza uno de
los mas importantes es la evaluacion y el control del efecto de estas bases inorganicas,
cuando sufren disolucidon acuosa bajo condiciones 4cidas, especialmente para el caso de
organismos probioticos. Yao et al. (2018) y Gu et al. (2019) informaron que el uso de
nanoparticulas de MgO, Mg(OH); y MgCO; mejoraron la supervivencia de los
microorganismos probioticos evaluados bajo condiciones gastrointestinales simuladas. Es
importante mencionar por otra parte, que existen estudios que han demostrado que estas
bases inorganicas ejercen efecto bactericida sobre bacterias Gram positivas y Gram-
negativas (Hikku y Vignesh Kumar, 2017; Dong et al., 2010; Krishnamoorthy et al.,
2012). Con base en lo expuesto, el objetivo de esta revision fue analizar los avances
recientes en el disefio, la fabricacion y la caracterizacion de hidrogeles conteniendo bases
inorganicas, Utiles para la encapsulacion y la proteccion de probidticos ante condiciones
gastrointestinales simuladas. Asi como contrastar dicha informacién con los reportes que
especifican un efecto bactericida de algunas de las bases inorganicas usadas como

reguladoras de pH al interior de microgeles.
3.4. Encapsulacion como proteccion a bioactivos sensibles a pH

La encapsulacion cumple diversas funciones como mejorar la estabilidad, maximizar la
retencion y controlar la liberacion en el cuerpo humano de compuestos bioactivos. El

desarrollo de la encapsulacion en hidrogeles basados en biopolimeros es esencial para la
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industria alimentaria debido a que los biopolimeros usados se encuentran dentro de la
clasificacion GRAS regulada por la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados
Unidos para su uso en materiales alimenticios (Burey et al., 2008; FDA USA, 2016;
Mendoza-Madrigal et al., 2017). Los hidrogeles a base de biopolimeros que utilizan
alginato, pectina, quitosano, almidéon modificado o carragenina tienen una amplia gama
de aplicaciones alimentarias, como los texturizantes en confiteria, espesantes en sopas y

salsas, y para la liberacion lenta de sabores (Burey et al., 2008; Guo et al., 2018).

Los métodos de encapsulacion mas utilizados para la proteccion de los probioticos son la
gelificacion emulsificacion-idnica (Chen y Chen, 2007; Kailasapathy, 2009; de Vos et
al., 2010), gelificacion emulsificacién-enzimatica (Picot y Lacroix, 2003; Heidebach et
al., 2009a; Heidebach et al., 2009b; Kailasapathy, 2002; Livney, 2010), secado por
pulverizacién (Chen y Chen, 2007; Kailasapathy, 2009; de Vos et al., 2010; Semyonov
et al., 2010), secado por congelacion por aspersion (Wang et al., 2006; Kailasapathy,
2009;  Semyonov et al., 2010; de Vos et al., 2010; Zuidam y Shimoni, 2010),
encapsulacion por recubrimiento y aglomeracion (Champagne y Fustier, 2007; Vos et al.,
2010) y encapsulacion por el método de extrusion (Krasaekoopt et al., 2003; Sandoval-
Castilla et al., 2010; Yao et al. , 2018; Gu et al., 2019). Por otro lado, los materiales de
pared que se utilizan con mayor frecuencia en estos métodos de encapsulacion son
alginato (Krasaekoopt et al., 2003; Mortazavian et al., 2008; Sandoval-Castilla et al.,
2010; Yao et al. , 2018; Gu et al., 2019), k-carrageenan (Chen y Chen, 2007; Gutiérrez-
Zamorano et al., 2018; Dafe et al., 2017), goma gelana y goma xantana (Chen y Chen,
2007; Sultana et al., 2000; Sun y Griffiths, 2000; Vega-Sagardia ef al., 2018), quitosano
(Chavarri et al., 2010; Mortazavian et al., 2008; Singh et al., 2017), almidén (Sajilata et
al., 2018; Anal y Singh, 2007; Mortazavian et al., 2008; Ashwar et al., 2018), gelatina
(Krasaekoopt, et al., 2003; Anal y Singh, 2007; Singh et al., 2018), pectina (Sandoval-
Castilla et al., 2010; Vaziri et al., 2018) y proteinas de leche (Livney, 2010; Heidebach
et al., 2009a; Heidebach et al., 2009D).

El método de extrusion-gelificacion es quiza uno de los mas cominmente usados y
efectivos para producir capsulas de hidrogel (Gombotz y Wee, 1998; Olivares-Romero et

al., 2018). En este método, una solucion de biopolimero que contiene el compuesto
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biactivo se inyecta en otra solucion de “endurecimiento” que promueve la gelacion de
biopolimeros. Este procedimiento resulta en la formacion de cépsulas de hidrogel con
bioactivos entrampados dentro de una matriz de biopolimero. Algunas estrategias
potenciales para controlar la permeabilidad y tamafio de poro de la matriz del hidrogel,
son controlar la cantidad de biopolimero y el agente de reticulacion utilizado. Las capsulas
de hidrogel pueden recubrirse con capas de biopolimeros u otros materiales para alterar

su permeabilidad (Zhang et al., 2016).

El pH es una condicion que determina las interacciones entre los biopolimeros de una
manera favorable o no, que también puede modificar la naturaleza quimica de ciertos
compuestos y/o degradar o disminuir la disponibilidad de estos. Por lo tanto, el pH es uno
de los criterios mas relevantes para el disefio de sistemas de proteccion de bioactivos; el
principal método de proteccion utilizado como ya se ha mencionado es la encapsulacion
(Borgogna et al., 2010), su funcion principal es proteger el compuesto encapsulado de las
condiciones adversas del medio ambiente, como la luz, oxigeno y pH, por lo que es
relevante determinar la composicion del material de 1a pared, ya que debe estar de acuerdo
con la naturaleza del agente bioactivo y el alimento que se agrega, asegurando asi la

estabilidad de la cépsula y por lo tanto del agente encapsulado.

La encapsulacion se ha utilizado en varios bioactivos, entre los cuales se encuentran los
microorganismos probidticos que se definen como "microorganismos vivos" que, cuando
se agregan a un minimo de 107 UFC g o mL"!, ejercen un efecto beneficioso sobre el
huésped (Krasaekoopt, y Watcharapoka, 2014). El sitio activo de los probidticos es el
colon (Araujo et al., 2016) y la bioactividad de estos microorganismos es 0ptima a un pH
cercano a 7 (Boylston et al., 2004; Mattila-Sandholm et al., 2002; Tripathi y Giri, 2014;
de Melo Pereira et al., 2018; Florindo et al., 2018; Holkem et al., 2017; Zhang et al.,
2019). Se han desarrollado varios sistemas de encapsulacion con mezclas de biopolimeros
que no dafan a los microorganismos y que mejoran su supervivencia. Sin embargo, estos
sistemas tienen la desventaja de que todos son materiales porosos en mayor o menor
grado, lo que permite el intercambio i6nico y esto afecta directamente el pH interior de la

capsula y, por lo tanto, disminuye la bioactividad de los probidticos.
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3.4.1. Bioactivos susceptibles al pH

Hoy en dia, los habitos de consumo de alimentos se han modificado y con esto, el
desarrollo de la ciencia de los alimentos se ha adaptado a estos cambios, lo que ha dado
como resultado la innovacion de alimentos funcionales, esta funcionalidad se logra al
agregar agentes bioactivos a los sistemas alimenticios, cuya funcién es proporcionar al
consumidor un efecto fisiologico benéfico (Fernandes et al., 2019). Los agentes bioactivos
se pueden clasificar en moléculas bioactivas como agentes saborizantes, endulzantes,
enzimas, colorantes y vitaminas y células vivas como probidticos (Fang y Bhandari,
2010). Sin embargo, algunos de los compuestos bioactivos son agentes inestables a
factores ambientales luz, oxigeno, altas temperaturas y pH, entre otros, ademas de ser

propensos a la degradacion en condiciones gastrointestinales (Paulo y Santos, 2017).

Algunos agentes bioactivos tienen como principal factor de inestabilidad el pH, definido
como el logaritmo decimal del contenido de la actividad del ion hidrégeno (Karastogianni
et al., 2017). Los bioactivos que presentan mayor dafio a cambios drasticos de pH se
presentan en el Cuadro 4, donde se enlistan los agentes, pH optimo de accion y el pH al

cual sufren dafio o inactivacion total o parcial.

Los cambios drasticos para estos compuestos bioactivos se presentan durante proceso
cuando la matriz alimentaria a la que son incorporados tiene un pH naturalmente acido,
como en el caso de productos lacteos fermentados o jugos frutales, donde el pH es ~ 4 o
menor (lyer et al., 2005; Krasaekoopt y Kitsawad, 2010; Krasaekoopt y Tandhanskul,
2008; Nualkaekul et al., 2013), durante el proceso de encapsulacion debido a que algunos
procesos requieren pH acido para que la formacion de la pared de la cépsula se lleve a
cabo, como en el caso de pectina de alto metoxilo donde se requiere un pH entre 2-2.5
para formar geles (Synytsya et al., 2003; Braccini y Pérez, 2001; Bekhit et al., 2016) o
quitosano que requiere un pH ~ 3 para interaccionar y formar redes que conformen la
pared de la capsula (Cook et al., 2012); finalmente, los bioactivos se someten a
condiciones &cidas durante el consumo, ya que atraviesan por la fase gastrica, la cual varia
de acuerdo a la salud del individuo, con una fluctuaciéon de pH entre 1-2.5 (Iyer et al.,

2005; Chen et al., 2007; Urbanska et al., 2007).
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Cuadro 4. Agentes bioactivos susceptibles a condiciones 4cidas

Agente Bioactivo/ Referencia pH de actividad pH de
optima inactivacion/Dafio

Polifenol oxidasa de Mauritia flexuosa (de

Oliveira Carvalho y Orlanda, 2017) ’ 20=pi=10

B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (de . 5

Albuquerque et al., 2016)

Lipasa pancreatica (Zhang et al., 2016) 7 1-2

Epoxicarotenoides (Saini y Keum, 2018) 7 <4

Proteinasas (Korhonen, 2019) 5.5-6.5 <4

Lactococcus lactis (Rodriguez-Figueroa et al.,

2010) 7 <45

Lactobacilli sp. (Boylston et al., 2004; Mattila-

Sandholm et al., 2002; Tripathi y Giri, 2014; de

Melo Pereira et al., 2018) ’ <37

Bifidobacterium sp. (Florindo et al., 2018;

Holkem et al., 2017; Zhang et al., 2019) 6.5-7.5 <3

3.5. Uso de bases organicas

3.5.1. Matrices y bases organicas usadas para controlar el pH en microsistemas

alimenticios

El sistema de proteccion ante condiciones acidas para bioactivos es principalmente la

encapsulacién/entrampamiento a través de diferentes técnicas, la eleccion de los

materiales y el tipo de acomplejamiento depende del sistema alimentario del cual formara

parte y de la naturaleza misma del bioactivo. La encapsulacion a diferentes escalas se

define como un conjunto de técnicas que permiten el entrampamiento de ingredientes

bioactivos (s6lido, liquido o gas), también conocido como nucleo, utilizando un material

de recubrimiento denominado material de revestimiento o pared (McClements, 2015;

Keven y Meireles, 2014).
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La seleccion del método y el material de la pared para la encapsulacion de probidticos
dependera del costo, el tipo de microorganismo y el sistema al que se agregard; sin
embargo, a pesar de que el desarrollo de los métodos de encapsulacion ha sido muy
estudiado, estos sistemas tienen una desventaja importante, las paredes de las capsulas son
materiales porosos que tienen poros de tamafios que van desde 100 A a 1 pum (Mathiowitz
et al., 1999), lo que provoca un intercambio i6nico con el medio ambiente y, por lo tanto,
puede modificar el ambiente interno de las cépsulas, especialmente cuando las capsulas

pasan a través de los jugos gastricos, donde esta presente un pH acido.

Para lo anterior, se han desarrollado sistemas de encapsulacién recientemente,
combinados con la adiciéon de una sustancia antiacida capaz de mantener el pH neutro
cuando las cépsulas se someten a condiciones gastricas acidas. Yao et al. (2018)
investigaron la viabilidad de Pediococcus pentosaceus 1105 encapsulado en hidrogeles de
alginato-pectina con y sin nanoparticulas de 6xido de magnesio (MgO) y concluyeron que
cuando P. pentosaceus se encapsulaba con nanoparticulas de MgO presentaba una mayor
estabilidad. Por otro lado, Gu et al., (2019) encapsularon Bifidobacterium
pseudocatenulatum en alginato usando un antiacido CaCOs3 y Mg(OH),, encontrando que
la mayor supervivencia después de condiciones gastricas estaba en las capsulas que
contenian los diferentes antiacidos, sin embargo, después de condiciones intestinales el
sistema que mostré la mayor proteccion para B. pseudocatenulatum fue el alginato-
CaCO:;. La diferencia que se presenta en la viabilidad de los probidticos después de ser
sometidos a condiciones gastrointestinales simuladas se muestra en el Cuadro 5. El
mecanismo de accién de las bases inorgéanicas consiste en la baja solubilidad que
presentan en condiciones neutras y que al ser sometidas a condiciones 4cidas se
solubilizan y actian como buffer al neutralizar los iones hidrégeno, como se muestra en

la siguiente reaccion:

MgO + 2H* — Mg?* + H,0

En el Cuadro 5 se puede observar que el resultado de disminucién de ciclos Log depende
tanto del microorganismo probidtico, como de la base inorgédnica que este coencapsulada,
puesto que para P. Pentosaceus que fue encapsulado en una matriz de alginato-gelatina se

puede inferir que la adicion de nanoparticulas de MgO aunque mejora la viabilidad de las

28



bacterias, sin adicionar esta base con solo la matriz de proteccion se logra mantener la
carga adecuada de P. Pentosaceus para ejercer su efecto probidtico. Por otro lado, en el
caso de B. pseudocatenulatum donde la matriz de la capsula fue de alginato, se observa
claramente que ambas bases inorganicas ejercen un incremento en la viabilidad del
microorganismo, sin embargo, para el caso de Mg(OH),, la proteccion no mantiene la

carga celular adecuada para ejercer su efecto probidtico.

Cuadro 5. Disminucion de ciclos log de probidticos con y sin bases inorganicas

Inicial Después de Disminucion
Probidtico condiciones gastricas de ciclos Log
Logio CFU/MI
P. pentosaceus sin
nanoparticulas de MgO g 7 )
(Yao et al., 2018)
P. pentosaceus con
nanoparticulas de MgO
(Yao et al., 2018) ~ 97 ~8.57 0.5
P. pentosaceus libres (Yao
etal.,2018) ~ 97 ~0* 9
B. pseudocatenulatum con
Mg(OH)2 (Gu et al., 2019) ~ 97 ~6.57 2.5
B. pseudocatenulatum con
CaCO; (Guet al., 2019) ~ 97 ~7.57% 1.5
B. pseudocatenulatum
control (Gu et al., 2019) ~9* ~9* 9

z Datos tomados de los graficos de los articulos

Segtin los resultados obtenidos en las dos investigaciones mencionadas anteriormente, en
las cuales se ha coencapsulado un microorganismo probidtico con una base inorganica
para controlar el pH al interior de la microcapsula, se puede deducir que es relevante
determinar claramente el tipo de base a incluir en sistemas de microencapsulacion, puesto
que en algunos casos coadyuvan a incrementar la viabilidad de los probioticos, pero en

otros casos puede disminuir la carga no a través del control del pH, si no mas bien a través
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de las especies quimicas que se generan por la solubilizacion de estas bases inorgénicas

que pueden generar compuestos citotdxicos.
3.5.2. Efecto antibacterial de bases organicas

El uso de bases inorganicas coencapsuladas con microorganismos probioticos ha cobrado
relevancia en los ultimos afios, su principal objetivo es incrementar la viabilidad de los
microorganismos, existen investigaciones que revelan que las bases inorganicas han sido
usadas con ¢€xito en la coencapsulacion de estas con enzimas y vacunas (Zhang et al.,
2016; Zhang et al., 2017; Zhu et al., 2000; Marinina et al., 2000; Jiang y Schwendeman,
2008) como el Mg(OH), y nanoparticulas de MgO, presentan un efecto antibacteriano,

por lo cual, no serian adecuadas para la coencapsulacion de probioticos.

Hikku y Vignesh-Kumar (2017), reportaron que las nanoparticulas de MgO presentan
efecto bactericida en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y que su efecto puede
presentarse principalmente por dos vias: i) a través de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) generadas por las nanoparticulas de MgO, las cuales interactiian con la membrana
celular y desarrollan poros en la pared celular lo que incrementa la permeabilidad de la
célula y que provoca finalmente la muerte de la bacteria; ii) por la inhibicion del proceso
de division celular por la penetracion de iones Mg?* liberados de la solubilizacion de

nanoparticulas de MgO, que interactiian con el genoma y enzimas de las bacterias.

Otras investigaciones que han reportado el efecto bactericida de bases organicas son las
evidenciadas por Dong ef al. (2010) quienes encontraron resultados satisfactorios de la
actividad antibacterial de nanoparticulas de Mg(OH), contra Escherichia coli y
Burkholderia phytofirman; Krishnamoorthy et al. (2012) reportaron efectos
bactericidas de nanoparticulas de MgO contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa 'y Staphylococcus aureus, y Leung et al. (2013) tambien encontraron que las

nanoparticulas de MgO presentan efecto bactericida ante Escherichia coli.

Recientemente Arenales-Sierra et al. (2019), reportaron que altas concentraciones de
Mg(OH): inducian el despliegue de proteinas celulares que ponen en riesgo la viabilidad

de Lactobacillus casei. Esto Gltimo sugiere que si bien el Mg(OH); es capaz de aumentar
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el pH dentro de las capsulas con respecto al pH del ambiente externo, se debe determinar
una concentracion adecuada cuando se reduce o dificulta el desarrollo de la proteina.
Puesto que a concentraciones mayores a 0.1 % (p/p) de Mg(OH)z, se observan cambios
en el crecimiento de Lactobacillus casei, lo cual fue atribuido a dafios en pared celular
de las bacterias, lo que dafia directamente la biodiponibilidad de las bacterias

probidticas.
3.6. Conclusion

El efecto que puede tener la adicion de compuestos antidcidos en el interior de una capsula,
puede ser menos relevante cuando el sistema de encapsulacion involucra un bioactivo "no
vivo"; sin embargo, cuando las bacterias probiodticas se encapsulan es importante
corroborar que estas bases inorganicas no afectan de ninguna manera la integridad de las
bacterias, ya que aunque la viabilidad corresponde a una funcién probiotica, puede ocurrir

que al llegar al colon las bacterias dafiadas no ejerzan un efecto benéfico sobre el huésped.

Los estudios de encapsulacion de probidticos con bases inorgédnicas son recientes y
limitados para los probidticos, por lo que se requiere una investigacion mas amplia sobre
todos los cambios que se producen al agregar este tipo de sustancias, tanto en la red
biopolimérica de las capsulas para determinar el efecto en el comportamiento reoldgico y
estructural de la capsula, asi como en la pared celular de los microorganismos y, por lo

tanto, el dafo por presion osmotica, si existiera.
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4. INCREMENTO DE LA VIABILIDAD DE L. casei CON
CAPSULAS DE ALGINATO-Mg(OH); EN CONDICIONES
GASTRICAS SIMULADAS/ CALCIUM ALGINATE BEADS
LOADED WITH Mg(OH): IMPROVE L. casei VIABILITY UNDER
SIMULATED GASTRIC CONDITION

4.1 Resumen

Las capsulas de alginato se usan comunmente para proteger probioticos contra
condiciones ambientales adversas. Sin embargo, las capsulas de alginato son incapaces de
proporcionar una viabilidad celular completa en condiciones de pH géstrico rigurosas.
Este trabajo consider6 la incorporacion de particulas de Mg(OH); en la formulacion de
capsulas de alginato para mejorar la viabilidad de L. casei en condiciones gastricas. Para
este fin, se agregd solucion de dcido alginico (0.5 g/ 100 g) con diferentes concentraciones
(0.0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 g/ 100 g de alginato) de Mg(OH)> y una carga celular de 10.56
+ 0.1 log. UFC g! de L. casei. Las capsulas se formaron goteando una parte de las
suspensiones anteriores respectivas en diez partes de solucion de CaClz 0.68 mol/L. El
analisis SEM mostr6 que las células de L. casei estaban atrapadas efectivamente en las
capsulas. El andlisis FTIR indic6 que las altas concentraciones de Mg(OH): inducian el
despliegue de proteinas celulares que ponian en riesgo la viabilidad de los probidticos.
Esto ultimo sugiere que si bien el Mg(OH): es capaz de aumentar el pH dentro de las
capsulas con respecto al pH del ambiente externo, una concentraciéon adecuada podria
determinar cuando el desdoblamiento de proteinas de probioticos es reducida o detenida.
El analisis de viabilidad de L. casei mostré que una concentracion de alrededor de 0.1 g
de Mg(OH)2/100 g de alginato maximizaba el recuento celular en condiciones gastricas
simuladas.

Palabras clave: cépsulas de alginato de calcio; hidroxido de magnesio; L. casei;
proteccion gastrica; pH.
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4.2. Abstract

Alginate beads are commonly used for protection of probiotics against adverse
environmental conditions. However, alginate beads are unable to provide complete cell
viability under stringent gastric pH conditions. This work considered the incorporation of
Mg(OH); particles in the formulation of alginate beads to enhance the viability of L. casei
under gastric conditions. To this end, alginic acid solution (0.5 g/100 g) was added with
different concentrations (0.0, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 g/100 g alginate) of Mg(OH), and a
cell load of 10.56 + 0.1 log CFU/g of L. casei. The beads were formed by dripping one
part of the respective former suspensions into ten parts of 0.68 mol/L CaCl, solution. SEM
analysis showed that L. casei cells were effectively entrapped in the beads. FTIR analysis
indicated that high Mg(OH): concentrations induced unfolding of cell proteins risking the
viability of the probiotics. The latter suggests that while Mg(OH): is able to increase the
pH within the beads respect the pH of the external environment, a suitable concentration
should be determined where protein unfolding is reduced or hindered. L. casei viability
analysis showed that a concentration of about 0.1 g Mg(OH)»/100 g alginate maximized
the cell count under simulated gastric condition.

Key words: calcium alginate beads; magnesium hydroxide; L. casei; gastric protection;
pH
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4.3. Introduccion

La microencapsulacion es un proceso mediante el cual las particulas individuales de
agentes bioactivos se recubren con una pelicula continua de material polimérico para la
proteccion contra condiciones ambientales adversas (pH, temperatura oxigeno,
gastrointestinal, procesamiento, entre otros). Ademas, la microencapsulacion es util para
la liberacion controlada en sitios especificos para que las sustancias bioactivas puedan
llevar a cabo su funciéon (Basu, Banerjee, Chowdhury, & Bhattacharya, 2018; Silva,
Cezarino, Michelon, & Sato, 2018). El biopolimero utilizado como material de pared es
un factor importante para determinar la eficiencia de encapsulacion, la estabilidad y las
propiedades funcionales de las microcapsulas (Kandansamy y Somasundaram, 2012).
Alginato, quitosano, carboximetilcelulosa, goma xantana, almidon, carragenina, gelatina
y pectina, se han utilizado en diversas aplicaciones alimenticias (Kandansamy y
Somasundaram, 2012; Shori, 2017). Sin embargo, el alginato es el biomaterial mas
utilizado en la microencapsulacion o inmovilizacidon de bacterias probidticas, debido a su
biocompatibilidad, bajo costo, no toxicidad y buena estabilidad en condiciones acidas
(Cook, Tzortzis, Charalampopoulos, & Khutoryanskiy, 2014; Basu et al., 2018; Silva et
al., 2018). El alginato es un polisacérido anidnico aislado principalmente de algas pardas.
Es un copolimero lineal de unidades de acido B-D -manurénico (M) y écido a-L-
gulurénico (G) conectadas a través de enlaces f1 — 4 glicosidicos. Los residuos My G
se distribuyen en bloques homopoliméricos de bloques M o G o bloques de
heteropolimeros que alternan residuos M y G (Hecht y Srebnik, 2016). El alginato puede
formar hidrogeles en presencia de calcio divalente debido a la reticulacion entre los
bloques G por Ca*?, lo que da lugar a una red tridimensional conocida como "egg box
model". La estructura tridimensional de cadenas ricas en acidos guluronicos genera
distancias entre los grupos carboxilo e hidroxilo que permiten un alto grado de
coordinaciéon de los iones de calcio (Chuah, Kuroiwa, Kobayashi, Zhang & Nakajima,
2009; Agiiero, Zaldivar-Silva, Pefia , & Dias, 2017). Los hidrogeles de alginato tienen una
amplia gama de aplicaciones que incluyen inmovilizacion de enzimas, liberacion
controlada de farmacos, microencapsulacion de probiodticos y antioxidantes, etc (Lozano-
Vézquez et al., 2015; Basu ef al., 2018; Ozkan, Franco, De Marco, Xiao & Capanoglu,

2019). Los probiodticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se

42



administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud al huésped (Hill
et al., 2014). Una ingesta diaria de 103-10° microorganismos probioticos es esencial para
lograr una accidon probiodtica en el organismo humano (Knorr, 1998). Las especies
probidticas de bacterias dacido-lacticas (por ejemplo, Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus Enterococcus y Bifidobacterium) tienen una larga historia de uso seguro
(de Melo-Pereira, de Oliveira-Coelho, Magalhaes-Junior, Thomaz-Soccol, & Soccol,
2018). Varios factores afectan la viabilidad de los probioticos, incluidas las condiciones
ambientales, de procesamiento y almacenamiento, entre otros. Los probidticos deben
poder sobrevivir a su transito a través de condiciones gastrointestinales, especialmente
durante la fase gastrica donde el pH puede disminuir a un valor de 1. Por ejemplo, la cepa
Lactobacilli crece y sobrevive sin presentar una disminucion en la viabilidad en un rango

de pH entre 3.7 y 7.0 (Mattila-Sandholm ef al., 2002; Tripathi & Giri, 2014).

La encapsulacion/entrampamiento de probidticos dentro de una matriz de hidrogel
obtenida por el entrecruzamiento de cadenas de alginato en presencia de Ca* (es decir,
gelificacion idnica) se ha utilizado ampliamente en la industria alimentaria (Sandoval-
Castilla, Lobato-Calleros, Garcia-Galindo, Alvarez-Ramirez, y Vernon-Carter, 2010;
Shori, 2017; Basu et al., 2018). Sin embargo, los hidrogeles de alginato son altamente
permeables debido a su caracter hidrofilo y su estructura porosa (4-400 nm), tienden a
tener propiedades de barrera deficientes, lo que permite el intercambio de iones y
moléculas con los medios circundantes (Chan y Neufeld, 2009; Silva et al., 2018). Estas
caracteristicas  estructurales pueden considerarse un inconveniente en la
microencapsulacion de bioactivos labiles al pH, ya que el pH interno de las cépsulas
tenderd al de la solucion circundante (Zhang, Zhang, Sun, Park y McClements, 2017).
Para superar este problema, la inclusion de ciertos tipos de agentes tamponadores con baja
solubilidad en agua, como Ca(OH),, CaCOs3, Ca3(PO4)2, Mg(OH),, MgCOs, Zn(OH)>,
ZnCOs3, Zn3(PO4)2, acido benzoico, o una combinacion que comprende al menos uno de
los anteriores ha sido propuesta. De esta manera, los iones H" se pueden neutralizar y se
puede mantener un pH basico dentro de los microgeles, incluso cuando estan suspendidos
en fluidos gastricos (Zhang et al., 2017a; McClements, Zhang, & Zhang, 2018). La
suspension de MgO en polvo e Mg(OH), exhiben accidn antibacteriana contra bacterias

Gram positivas y Gram negativas (Sawai ef al., 2010, Dong et al., 2012). El Mg(OH): se
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ha utilizado para controlar el pH interno en microsistemas que contienen albumina de
suero bovino (Zhu, Mallery y Schwendeman, 2000), lipasa pancreética (Zhang, Chen,
Zhang, Deng, & McClements et al., 2016), sulfato de vincristina y sulfato de vinblastina
(Marinina et al., 2000) asi como toxoide tetdnico (Jiang & Schwendeman, 2008). Yao et
al. (2018) encontraron que Pediococcus pentosaceus Li05 encapsulado en microgeles de
gelatina-alginato cargados con nanoparticulas de MgO sufti6 solo una disminucion de 2
ciclos logaritmicos de UFC en comparacion con la disminucion de 5 ciclos logaritmicos
de UFC de las bacterias libres cuando se puso en contacto con el fluido géstrico. Este
efecto fue atribuido a la neutralizacion de iones de hidrégeno por las nanoparticulas de
MgO. No obstante, los efectos de diferentes concentraciones de MgO o su forma hidratada

de Mg(OH); sobre la viabilidad de los probidticos encapsulados se han investigado poco.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas de la textura, las propiedades
térmicas y el posible dafio estructural de L. casei atrapado en capsulas de alginato de calcio
con diferentes concentraciones de Mg(OH),, y la viabilidad de las células cuando son

sometidas a condiciones gastricas simuladas.
4.4. Materiales y métodos

4.4.1. Materiales

Acido alginico de algas marrones (Macrocystis pyrifera) (nimero CAS 9005-32-7) y
pepsina de mucosa gastrica porcina (polvo, > 250 unidades / mg de solido) se compraron
en Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). Hidroxido de magnesio
(Mg(OH)>) se obtuvo de Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, EE. UU.). El caldo De Man,
Rogosa, Sharpe (MRS) y el agar MRS Lactobacilli se adquirieron de DIFCO (Becton,
Dickinson and Company Sparks, La Pont de Claix, Francia). El glutaraldehido se adquirid
en Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, EE. UU.). Todos los demds reactivos
utilizados fueron de grado analitico y en todos los casos se utiliz6 agua doblemente

desionizada (ADD).
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4.4.2. Cultivo de bacterias y preparacion de concentrado celular

Se propagd un gramo de cultivo liofilizado de L. casei LBC81 LYO (Danisco, Dange
Saint Romain, Francia) en 100 mL de caldo MRS estéril durante 20 horas a 37 °C. Las
células obtenidas se subcultivaron dos veces en caldo MRS estéril durante 20 horas a 37
°C. Finalmente, en la tercera reactivacion, las células se recolectaron mediante
centrifugacion a 4000 x g durante 10 minutos (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburgo,
Alemania), se lavaron dos veces con 20 mL de solucion fisiologica (0.85 g salina/100 mL
ADD) y se suspendieron en 2 mL de esta misma solucion. El concentrado celular se
almacen6 a 4 °C hasta su uso y se determind el recuento celular en placas de agar MRS

estéril a 37 °C durante 72 h (Li, Jiang, Chen, Wang y Lin, 2014).
4.4.3. Variaciones de capsulas

Las soluciones iniciales de acido alginico (0.5 g/100 g) se prepararon en tampdn fosfato
(5§ mmol/L, pH 7.0) (Zhang et al., 2017a), se almacenaron a 4 °C durante 24 h para permitir
la hidratacion completa y luego se agregé Mg(OH), (0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 g/100 g)
agitandose durante 15 min. Posteriormente, las dispersiones de polimeros se esterilizaron
(121 °C, 15 min), se enfriaron a 4 °C y se mezclaron con el concentrado celular en una
relacién de volumen de 9:1, obteniendo las suspensiones celulares (SC) con una carga
celular de 10.56 = 0.1 log UFC/g, determinado por incubacion a 37 °C durante 72 h en
una placa de agar MRS (Herigstad, Hamilton y Heersink, 2001). Las capsulas se formaron
goteando una parte de la SC respectiva en diez partes de solucion de CaCla estéril 0.68
mol/L utilizando una aguja de 0.6 mm (31 G) (Sandoval-Castilla ef al., 2010). Las
capsulas formadas se mantuvieron en la solucion de Ca?' durante 30 minutos a
temperatura ambiente para promover la reticulacion del alginato, y finalmente se lavaron
tres veces con ADD y se almacenaron a 4 °C. Las cépsulas se codificaron como By, donde

el subindice "x" denota la concentraciéon de Mg(OH)..
4.4.4. Mediciones de textura

Las variaciones de las capsulas se sometieron a un analisis del perfil de textura (TPA)

utilizando un analizador de texturas CT3 Brookfield (AMETEK Brookfield, Middleboro,
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MA, EE. UU.). Cada medicion se realiz6 a temperatura ambiente (20 =2 °C) en 10 g de
cada variacion de céapsulas fue colocada en una placa de vidrio debajo de la sonda de
acuerdo con Sandoval-Castilla et al. (2010). La fuerza de contacto inicial entre la sonda y
las capsulas fue de 0.005 N, se aplicaron dos ciclos de compresion al 30% a una velocidad
constante de la sonda de 0.5 mm/s. Las propiedades de textura de dureza, cohesion,
elasticidad y adhesividad (Sandoval-Castilla et al., 2010; Choonara, Pillay, Singh, Khan
y Ndesendo, 2008) se obtuvieron utilizando el equipo TexturePro CT Build Software para

Windows version 1.6.
4.4.5. Microscopia electronica de barrido

Las muestras de capsulas se fijaron en una solucion de 2 mL de glutaraldehido/100 mL de
tampon fosfato (0.1 mol/L, pH 7.2) durante 6 h. Posteriormente, se deshidrataron en
soluciones de etanol de concentraciones crecientes (50, 60, 70, 80, 90 y 100 mL/100 mL),
permaneciendo 30 min en cada una. Las cépsulas fijas se secaron en un secador de punto
critico CPA II Technics (Tousimis, Rockville, MD, EE. UU.), se montaron en soportes de
aluminio y finalmente se cubrieron con una capa delgada de oro en un Sputter Ion de capa
fina, JFC 1100 (Jeol Ltd. , Akishima, Japon) (Herndndez-Rodriguez, Lobato-Calleros,
Pimentel-Gonzélez, y Vernon-Carter, 2014). Se observaron cédpsulas fracturadas en un
microscopio de exploracion electronica (SEM) (HITACHI-SU1510, Tokio, Japén),
operado a 15 kV con un aumento de 6000 y 30000 x. Se obtuvieron valores discretos de
radios de las cavidades de alginato nombradas como radio de poro relativo (rpr) a partir
de micrografias SEM con un aumento de 30000 x (Leal-Egaina, Dietrich-Braumann, Diaz-
Cuenca, Nowicki, & Bader, 2011). Se procesaron seis micrografias de cada variacion de
capsulas con el software Image] (1.50I, imagej.nih.gov). La segmentacion se realizo
mediante binarizacion, posteriormente se elimind el ruido suavizando los bordes, y las
micrografias SEM preprocesadas se dividieron para revelar las cavidades. Finalmente se
determino el radio de poro relativo utilizando un modelo de transformacion de distancia

de imagen euclidiana.
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4.4.6. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR se obtuvieron utilizando un Spectrum 100 (Perkin Elmer, Waltham,
MA, EE. UU.) equipado con un accesorio de muestreo ATR universal de cristal de
diamante. La velocidad del espejo fue de 0.3 cm/s. Antes de cada medicion, el cristal ATR
fue cuidadosamente limpiado con etanol. Durante la medicion, la muestra estuvo en
contacto con la placa superior universal de diamante ATR. Se us6 un espectro de la celda

vacia como fondo. La medicion se realizd en un intervalo de 400-4000 cm'.
4.4.7. Analisis termogravimétrico

La estabilidad térmica de las capsulas se analiz6 de acuerdo con la descripcion realizada
por Lozano-Vazquez et al. (2015) y Lim y Ahmad (2017), utilizando un TGA 4000
(Perkin Elmer, Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un accesorio de muestreo ATR
universal de cristal de diamante. Se realiz6 una exploracion de temperatura de 0 a 300 °C
a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min bajo flujo de gas nitrogeno. El soporte de

la muestra utilizado fue una bandeja de aluminio.
4.4.8. Viabilidad de L. casei encapsulado en jugo gastrico simulado

Se prepar6 un litro de solucion madre gastrica simulada mediante la adicioén de cloruro de
sodio (2 g) y 6 mol/L de acido clorhidrico (7 mL) a ADD. Posteriormente se afiadid
pepsina extraida de mucosa gastrica porcina (0.064 g) a la solucién de reserva géstrica
(200 mL). Esta solucion se prepard 40 minutos antes de que comenzara la fase estomacal,
y el pH se ajusté a 2.5-2.6 (Yeung, Ucok, Tiani, McClements y Sela, 2016). Las células
libres y encapsuladas se sometieron a jugo gastrico simulado. La simulacidon con células
libres se llevo a cabo con una alicuota de 2 mL del cultivo de 18 h, que se afiadi6 a 2 mL
de jugo gastrico simulado. Para determinar la viabilidad de L. casei encapsulado en jugo
gastrico simulado, se colocaron por separado 2 g de cada variacion de cépsulas recién
preparadas en tubos de ensayo que contenian 2 mL de solucion géstrica simulada. Para
todas las pruebas, las suspensiones se incubaron a 37 °C durante 2 h en una incubadora de
agitacion continua (Incubadora en incubadora New Brunswick Scientific Excella E24,

Hamburgo, Alemania). Posteriormente, el sobrenadante y las cépsulas se separaron por
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centrifugacion a 4000 x g durante 10 min. Se enumeraron las células viables de L. casei
en el cultivo libre, las capsulas recién preparadas (recuento inicial) y las que permanecen
en las capsulas después de condiciones gastricas simuladas. Las capsulas se suspendieron
en una solucion de citrato de sodio (10 g/100 g) en una proporcion de 1:10, seguido de
agitacion suave a temperatura ambiente hasta su completa desintegracion, para liberar las
células encapsuladas de L. casei. El nimero de células viables en las suspensiones se
determind posteriormente por recuento en placa utilizando MRS como se describio
anteriormente, y la eficiencia de encapsulacion (EE) se calcul6é como se describe en Farias

et al. (2019).

4.4.9. Mediciones de tamafio, pH y potencial zeta ({)

Las capsulas se diluyeron en ADD a una concentracion de 0.01 g/100 g, y su didmetro
volumétrico medio (Da43) se determin6 mediante mediciones de dispersion de luz estatica
(Mastersizer 3000, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) (Yeung et al.,
2016). El pH del medio acuoso externo de las cépsulas (sobrenadante) se midio a
temperatura ambiente por triplicado (potenciometro de pH 120, Conductronic, Puebla,
Meéxico). El potencial de superficie (potencial ) de las variaciones de las capsulas recién
elaboradas y después del tratamiento gastrico se midid utilizando un dispositivo
automatizado de electroforesis capilar (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido) utilizando el modelo de Smoluchowski (Yeung et al.,
2016). Previamente, las variaciones de capsulas recogidas después del tratamiento géstrico

se diluyeron en ADD en una proporcion de 1:50 (v/v).
4.4.10. Analisis de la informacion

Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado a partir de tres experimentos
independientes para cada variacion de céapsulas utilizando un disefio experimental
completamente al azar. Los datos correspondientes a las caracteristicas de las capsulas se
sometieron a un andlisis de varianza de clasificacion simple y siempre que fue adecuado
con la prueba de Tukey. La significancia se establecid en p < 0.05. El software IBM ®

SPSS Statistics fue utilizado para el analisis de datos.
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4.5. Resultados y discusion
4.5.1. Morfologia interna de las capsulas fracturadas por SEM

El D43 de las capsulas tendi6 a aumentar a medida que la concentracion de Mg(OH); fue
mayor, pero no significativamente diferente, variando de 309.30 + 21.48 um para Bo a
334.40 +29.35 um para Bo 4. El tamafio de las capsulas es importante ya que gran cantidad
de células microbianas (tipicamente 1-4 pum) limita la carga celular para cépsulas
pequenias (Sandoval-Castilla et al., 2010). Yao et al. (2018) reportaron un didmetro de
alrededor de 500 pm para capsulas de alginato-gelatina que contenian células de
Pediococcus pentosaceus Li05 y MgO. Por otro lado, Gu et al. (2019) informaron valores
de diametro de 540 y 665 um para microgeles de alginato que contienen Bifidobacterium
pseudocatenulatum G7 y Mg(OH), o CaCOs, respectivamente. Los tamafos mas
pequetios de las capsulas de alginato obtenidas en este trabajo podrian deberse a la menor
concentracion total de biopolimero (0.5 g / 100 g) utilizada para hacer nuestras capsulas
en comparacion con los 2 g / 100 mL utilizados por los autores mencionados
anteriormente. Sandoval-Castilla et al. (2010) utilizaron diferentes concentraciones de
biopolimeros totales al fabricar capsulas de alginato-pectina y encontraron que a medida
que aumentaba la concentracion total de biopolimeros, aumentaba el diametro de las

capsulas.

L. casei es una bacteria corineforme con dimensiones de 0.7-1.1 x 2.0-4.0 pm, con una
tendencia a formar cadenas sin movimiento (Erdogrul y Erbilir, 2006). Nuestras capsulas
fueron lo suficientemente grandes para permitir una adecuada carga celular (10.09 +0.12
a 10.60 = 0.08 log UFC/g) que se encontraban en el rango reportado por Alehosseini,
Sarabi-Jamab, Ghorani y Kadkhodaee (2019) y Cook et al. (2014). Las diferencias en la
microestructura se infirieron cualitativamente a partir de las micrografias de SEM con una
ampliacion de 6000 x mostradas en la Figura 4. Durante la preparacion de la muestra para
el andlisis de SEM, se elimin6 el agua produciendo espacios intersticiales y/o poros
diminutos en la red de alginato. La microestructura de By (Figura 4) se caracterizé por
mostrar poros relativamente pequefios, con células de L. casei unidas individualmente o

en grupos, y distribuidas al azar en la red de alginato. La adiciéon de Mg(OH)2 produjo
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poros mas grandes y una red de alginato mas relajada en las capsulas (Figura 4), lo que
indica que la presencia de Mg(OH). afect6 la reticulacion del alginato por cloruro de
calcio. En general, las matrices de hidrogeles estan compuestas por una red de estructuras
similares a fibrillas que se pueden identificar y discriminar de las cavidades circundantes
mediante programas computacionales. En este trabajo, la mitad de la distancia mas corta
entre dos puntos opuestos de las estructuras similares a fibrillas de alginato, conocida
como radio de poro relativo (rpr) se usé para definir los tamanos de estas cavidades o
poros (Leal-Egafia et al., 2011). Un aumento en la concentracion de Mg(OH); (es decir,
Mg*?) incremento el valor medio de la red de alginato, de la siguiente manera: 32.84 +
0.12 nm (Bo) =33.03 £ 0.15 nm (Bo.os) < 38.70 + 0.39 nm (Bo.1) <49.51 £ 0.31 nm (Bo.2)
< 80.12 £ 0.17 nm (Bo4). La porosidad del alginato es importante para mantener la
viabilidad de las bacterias a medida que se mueven a través del tracto digestivo (Allan-
Wojtas, Hansen, y Paulson, 2008). Sanchez-Ballester, Soulairol, Bataille y Sharkawi
(2019) informaron la apariciéon de poros (1-2 pm) en la superficie de las cépsulas de
alginato formuladas con cantidades crecientes de Mg* cuando diferentes relaciones de
Ca:Mg (es decir, CaClo:MgCl>) fueron utilizadas para la gelificacion idnica de alginato, y
relacioné esta observacion con la formacion de geles menos rigidos a medida que
aumentaba la concentracion de Mg*2. Topuz, Henke, Richtering y Groll (2012)
informaron sobre la estructura porosa de los hidrogeles de Mg-alginato, mientras que la
introduccion de iones de calcio indujo el colapso de los poros y la formacion de una pared
solida. Es de esperar que se induzcan poros/cavidades mas grandes mediante la adicion de
Mg(OH),. Como se vera mds adelante, la microestructura de la red de alginato de las

capsulas jugd un papel importante en la viabilidad de las células.
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Figura 4. Micrografias SEM de la estructura interna de las capsulas de alginato de calcio

de L. casei con diferentes concentraciones de hidréoxido de magnesio.

z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)..
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4.5.2. Propiedades texturales de las capsulas

Las propiedades de textura de las variaciones de las capsulas se vieron afectadas por la
adicion de Mg(OH), (Cuadro 6). La dureza, la adhesividad y la cohesividad de By fueron
significativamente mas altas que las de las capsulas cargadas con Mg(OH)», sin embargo,
tuvieron menor elasticidad. A medida que la concentracion de Mg(OH), aumentaba, la
dureza, la adhesividad y la cohesion de las capsulas tendian a disminuir, mientras que la
elasticidad aumentaba significativamente. Estos resultados indican que existian
diferencias en la reticulacion entre las redes poliméricas de alginato de calcio y alginato
de magnesio, lo que dio lugar a diferentes respuestas mecanicas a la deformacion.
Kaklamani, Cheneler, Grover, Adams y Bowena (2014) compararon el efecto de los
cationes Ca*? y Mg™ en las propiedades mecanicas de los hidrogeles de alginato,
informando que el Ca*" exhibiéo un didmetro (200 pm) suficientemente grande para
coordinar las fracciones carboxilo e hidroxilo de cadenas de polisacaridos, para promover
una fuerte reticulacion fisica. En contraste, los cationes Mg?* eran demasiado pequefios
(144 pm) y no podian formar un fuerte entrecruzamiento con las moléculas de alginato, y
por lo tanto no promovian la gelificacion. Topuz et al. (2012) informaron que la cinética
de la gelificacion de alginato con Mg*™ fue mas lenta que la que se produjo con Ca*.
Sanchez-Ballester ef al. (2019) informaron que las cépsulas de alginato preparadas con
diferentes relaciones Ca:Mg presentaban geles menos rigidos cuando la proporcion iénica

favorecia el contenido de Mg?*.

52



Cuadro 6. Propiedades texturales de las capsulas de alginato de Lactobacillus casei con

diferentes concentraciones de hidroxido de magnesio

Cdodigo de Dureza Adhesividad o Elasticidad
Cohesividad
capsulas (N) (mJ) (mm)
Bo* 0.14+£0.011a¥  0.06 £ 0.004a 0.94 +£0.003a 1.51+£0.072¢
Bo.os 0.09+£0.021bc  0.02 £ 0.005¢ 0.40 + 0.398c 3.74 £ 0.025b
Bo.i 0.09 £0.005c  0.03 +£0.005bc 0.62£0.010b 3.86 £0.031a
Bo. 0.11 £0.006ab  0.02 + 0.006bc 0.62+0.010a 3.95+0.027a
Bo.a 0.08 = 0.006¢ 0.03 £ 0.007b 0.38 £ 0.009¢ 3.67 £ 0.020b

z: Céapsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)z.
y: letras diferentes dentro de la misma columna indican que las medias difieren significativamente (p <

0.05).

El comportamiento elastico de las cépsulas (Cuadro 6) es acorde con estudios reologicos
previos donde se muestra que la fuerza del gel de alginato de magnesio esta relacionada
con el contenido de cationes divalentes, es decir, los geles exhibieron un modulo eléstico
mayor (G'), a mayor contenido de Mg (Topuz et al., 2012). Banerjee et al. (2009)
informaron que G' dependia de la densidad numérica de los enlaces cruzados fisicos entre

cadenas, conferida por la presencia de cationes.
4.5.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis TGA de las variaciones de capsulas recién elaboradas se realiz6 de 0 a 300 °C.
Posteriormente, los datos se procesaron para obtener los graficos de la primera derivada
(Figura 5). El evento més destacado para todos los tratamientos se ubico en el rango de
80-100 °C (Figura 5.a), y se puede atribuir a la pérdida de agua. El pico en el que se
produjo la mayor pérdida de agua se desplazo hacia la izquierda para las cépsulas con
concentraciones mayores de Mg(OH)z2 (Bo2 y Bo4). El pico maximo de temperatura
cambi6 de 90 °C para Bo a 80 °C para Bo4. Esto significa que la incorporacion del
hidréxido de magnesio redujo la estabilidad del agua unida en la matriz de alginato. El
efecto podria deberse a la sustitucion de las moléculas de agua unidas por Mg*2. Por otro

lado, se obtuvieron eventos térmicos mas débiles para temperaturas en el rango de 180-
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300 °C (Figura 5.b). La principal diferencia en este evento fue la presencia de dos picos
bien definidos mostrados por las capsulas con Mg(OH). a concentraciones de 0.05 a 0.2
g/100 gy la presencia de solo un pico exhibido por Bo y Bo.4. Los picos mostrados por las
capsulas fueron los siguientes: By (260.33 °C), Bo.os (192.81 y 264.35 °C), Bo.1 (184.19 y
266.69 °C), Bo2 (182.16 y 260.45 °C) y Bo.4 (260.88 °C). Los picos para Bo.os, Bo.1 y Bo.2
corresponden a la eliminacion del agua coordinada a los cationes de la capa intermedia.
Esta condicion se atribuy6 a la presencia de hidroxido de magnesio, que debido a sus
caracteristicas de solubilidad se puede encontrar en diferentes especies (por ejemplo,
MgO, Mg(OH),, Mg?" y OH), lo que permite la presencia de agua coordinada. En By,
probablemente el segundo y tercer evento se fusionaron, dando lugar a un solo pico. Esto
sugiere que el aumento en el agua coordinada requiere una temperatura mas alta para que
se elimine. La presencia de agua coordinada exhibida en el rango entre 120-350 °C ha
sido reportada por otros autores (Donoso et al., 2010; Caglar, Afsin, Tabak, & Eren,
2009). El evento alrededor de 260-265 °C estuvo presente en todas las variaciones de
capsulas. Esto se atribuye a deshidratacion, fractura de los enlaces glicosidicos,
descarboxilacion y descarbonilacion del alginato. Este resultado es consistente con
estudios previos donde se evidencia este evento entre 228.87-280.65 °C (Liu ef al., 2015;

Lim & Ahmad, 2017).
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Figura 5. Derivada de la pérdida de peso obtenida de las pruebas TGA de las cpsulas de
alginato de calcio L. casei con diferentes concentraciones de hidroxido de magnesio. (a)

Rango de temperatura baja y (b) alta.

z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)..
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4.5.4. Analisis FTIR

Un numero creciente de trabajos de investigacion que surgieron en los ultimos afios han
utilizado el andlisis FTIR para evaluar las modificaciones estructurales que ocurren en los
microorganismos asociados a los alimentos en respuesta a las condiciones de estrés
(Alvarez-Ordonez, Mouwen, Lopez, & Prieto, 2011). El analisis FTIR se llevo a cabo en
las variaciones de capsulas recién preparadas y los espectros obtenidos se muestran en la
Figura 6.(a). Los picos mas representativos, que estaban presentes en todas las variaciones
de las capsulas, fueron: a) 3200-3300 cm™! atribuido a la vibracion de estiramiento de los
grupos -OH, vinculados a estructuras de hidratacion, b) 1600-1680 cm™! representativos
del grupo Amida I vinculados a la vibracion de estiramiento de los grupos -CO, y ¢) 1100-
1000 cm™! que se presenta mediante el estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos
de CO y COC y algunas sefiales por debajo de 1000 cm™ que son complementarias a las
sefiales principales. Estos picos son representativos del alginato y estos resultados son
consistentes con informes anteriores (Lim & Ahmad, 2017). La principal diferencia entre
los espectros FTIR fue el pico entre 1600-1680 cm!, que tendio a ser mas prominente y
agudo cuando estaba presente el Mg(OH), y en concentracion creciente. Rather, Akhter,
Masoodi, Gani y Wani (2017) informaron que el espectro ATR-FTIR de microcapsulas
de alginato que contenian L. casei NCDC297 mostré algunos picos adicionales a los del
espectro de alginato de sodio. En particular, los picos observados entre 1700 y 1600 cm’!
y 1600 -1500 cm™, se identificaron como bandas de amida-I y amida-II de proteinas
enddgenas. Por lo tanto, se deconvoluciond el espectro de Amida I para caracterizar las
huellas digitales espectroscopicas de las células en ausencia y presencia de Mg(OH),. La
figura 6.(b) ilustra los resultados de la deconvolucion para cuatro funciones Gaussianas.
Las senales individuales obtenidas del procedimiento de deconvolucion se interpretaron
en términos de estructuras secundarias de proteinas de Lactobacillus casei. Los picos
Gaussianos se asignaron a su estructura correspondiente en funcidon de su centro. Los
resultados concuerdan con los informes anteriores que mencionan una banda a 1612 cm’!
debido a la vibracion de la Amida II, NH o CN de proteinas, que se asignan a estructuras

de cadena lateral (Naumann, Helm, Labischinski y Giesbrecht, 1991; Li et al., 2014).
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Figura 6. (a) Espectros FTIR de las capsulas de alginato de calcio de L. casei con
diferentes concentraciones de hidréxido de magnesio. (b) Ejemplo ilustrativo de la

deconvolucion de la region Amida L.

z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)..

57



El centro del pico de las cadenas laterales, las estructuras de la hoja 8 y la hélice a para
las capsulas se muestran en la Cuadro 7. Los pesos espectrales relativos y el porcentaje de
las estructuras secundarias se obtuvieron de las areas de los picos. La proporcion de hojas
B presenta diferencias estadisticas en todas las variaciones de las capsulas y tiende a
disminuir a medida que aumenta el Mg(OH)., lo que puede atribuirse al dafio de la pared
celular de L. casei debido al despliegue de la pared proteica. Por otro lado, la proporcién
de cadenas laterales aumentdé concomitantemente a la disminucion de hojas B. Las
estructuras de las hojas B en diferentes zonas de la misma cadena polipeptidica pueden
interactuar entre si mediante enlaces de hidrogeno, dando lugar a estructuras laminares. A
medida que ocurre la proteolisis, la estructura se despliega, disminuyendo las hojas f y
aumentando las cadenas laterales. Varios autores han utilizado con éxito el analisis FTIR
para detectar cambios estructurales en las células bacterianas como resultado de
condiciones externas estresantes. Al-Qadiri, Lin, Al-Holy, Cavinato y Rasco (2008a)
detectaron lesiones por sublimacioén por calor de las células de S. fyphimurium y L.
monocytogenes y discriminaron entre diferentes intensidades de tratamientos de calor a
través de cambios espectrales en proteinas bacterianas, enzimas y acidos nucleicos. Con
aparente desnaturalizacion. Al-Qadiri, Al-Alami, Al-Holy y Rasco (2008b) estudiaron la
lesion bacteriana inducida por el cloro al estudiar los espectros del cultivo mixto de E. coli

y P. aeruginosa.

Cuadro 7. Estructuras secundarias y contenidos relativos en L. casei encapsulados

obtenidos de la deconvolucion de la banda Amida 1.

Codigo de Cadenas laterales Hojas B a-hélice
capsulas (%)
Bo” 45.99 + 1.68¢Y 45.73 +1.03* 8.26 + 0.66a
Bo.os 5321+ 1.31b 39.75 + 1.06b 7.02 £ 0.29b
Bo.1 52.45+1.18b 38.83 £ 1.18b 8.71 £0.35a
Bo.2 60.02+1.31a 32.94 + 1.40c 7.03 +£0.70b
Boa 61.27+1.47a 30.62 = 1.30c 8.11 +0.20a

z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)..

y: letras diferentes dentro de la misma columna indican que las medias difieren significativamente (p<0.05).
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4.5.5. Analisis de pH y {-potencial del medio externo de las capsulas

Se examino el impacto de la concentracion de Mg(OH); en el pH de las variaciones de las
capsulas que rodean el medio durante la exposicion a condiciones géstricas simuladas. Las
capsulas de alginato son altamente porosas (Zhang, Zhang, Chen, Tong y McClements,
2015), por lo que los iones pequefios acidos (H) o basicos (OH") se difunden dentro o
fuera de ellos, lo que hace que el pH interno sea bastante similar al pH externo. En este
sentido, puede considerarse que el pH externo de las capsulas refleja el efecto

neutralizador del Mg(OH) dentro de las capsulas.

El pH inicial fue el del fluido gastrico simulado fue de 2.5 + 0.0, después de 2 h en
condiciones gastricas simuladas, el medio acuoso externo de las células de L. casei libres
y Bo no fue significativamente diferente (Cuadro 8). En contraste, los valores de pH del
medio acuoso externo de las capsulas con Mg(OH), fueron significativamente mas altos
que los de las células de L. casei libres y Bo, con valores de pH mas altos cuando la
concentracion de Mg(OH). fue mayor. Estos confirman el papel neutralizante del
Mg(OH): en el H" del acido clorhidrico. Zhang et al. (2016) encontraron que el pH interno
de las céapsulas de alginato que contenian lipasa pancreatica y Mg(OH), se mantuvo
relativamente alto y casi neutro (pH 7.39) después de la exposicion a los fluidos gastricos
simulados. Por el contrario, el pH interno de las capsulas de Mg(OH); libres disminuyd

por debajo del limite de deteccion (< pH 4).

El valor del potencial { disminuy6 a medida que aumentaba la concentracion de Mg(OH)»
con By mostrando el valor mas alto (-2.89 £ 0. 07 mV) y Bo.4 el valor mas bajo (-6.69 +
0.13 mV). El potencial  y los valores de pH reflejan los compuestos presentes dentro de
las cépsulas. El pH tendi6é a valores més basicos, ya que el Mg(OH), se solubilizd
parcialmente en Mg?* y OH" en condiciones gastricas. Este tltimo neutralizo el H" del
acido clorhidrico del ambiente externo. Por lo tanto, el pH fue muy cercano a la
neutralidad (6.20 = 0.06) y el potencial C fue el mas bajo y negativo en Bo4, lo que significa
que hubo un exceso de OH". El uso de Mg(OH): se ha informado previamente para el
control interno del pH en enzimas, vacunas y otros componentes durante condiciones

gastricas (Marinina et al., 2000; Zhu et al., 2000; Zhang et al., 2017b). Sin embargo, segun
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nuestro conocimiento, no existen informes sobre el uso de Mg(OH): en la proteccion de

bacterias probidticas.

Cuadro 8. Valores de pH y potencial { después de que las capsulas de L. casei fueron

expuestas a condiciones gastricas simuladas

Potencial-C

Codigo de capsulas pH (@v)
Células libres de L. casei  3.19 £0.01e” 2.32+0.15a
Bo” 3.28+0.01e -2.89+0.07b
Bo.os 3.93 +£0.02d -4.54 +0.15¢
Bo.i 4.75 + 0.04c -5.49 £0.29d
Bo2 5.35+0.02b -5.94 +0.22d
Bo4 6.20 = 0.06a -6.69+ 0.13¢

z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentraciéon de Mg(OH)..

y: letras diferentes dentro de la misma columna indican que las medias difieren significativamente (p<0.05).

4.5.5. Viabilidad de L. casei bajo condiciones gastricas simuladas

La EE no fue significativamente diferente entre las variaciones de las capsulas, oscilando
entre 80.86 + 0.70 y 82.80 + 0.60%. Los recuentos iniciales para las células de L. casei
libres y encapsuladas no fueron significativamente diferentes (Figura 7(a)). El nimero de
células libres viables con respecto al recuento inicial disminuy6 4.27 ciclos logaritmicos
(de 10.51 log UFC/g a 6.24 log UFC/g), mostrando una tasa de supervivencia del 0.005%
(Figuras 7(a) y 7(b)). La viabilidad de las células de L. casei encapsuladas fue
significativamente mayor que para las células libres cuando se expusieron a un pH bajo.
Por lo tanto, la disminucién en los recuentos de células encapsuladas varié de 0.55 log
UFC/g para Bo.1 a 1.30 log UFC/g para Bo.4, con tasas de supervivencia de 27.78 y 3.5%,
respectivamente. Yao et al. (2018) encapsularon Pediococcus pentosaceus Li05 en
capsulas de alginato-gelatina cargadas con nanoparticulas de MgO. Mientras que la
viabilidad de las células libres de Pediococcus pentosaceus Li05 sufrid una reduccion de
5 log CFU/g cuando se expuso a condiciones gastricas simuladas, la de las células

encapsuladas se redujo en solo 2 log CFU / g. La capacidad de proteccion de esta ultima
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se atribuy¢ a la capacidad de las nanoparticulas de MgO para llenar los poros y mantener
un pH neutro dentro de las capsulas. Gu et al. (2019) informaron que las células libres y
encapsuladas de Bifidobacterium pseudocatenulatum G7 en capsulas de alginato sufrieron
una pérdida total de viabilidad después de la exposicion a condiciones gastricas simuladas.
Cuando las células bacterianas se encapsularon en cépsulas cargadas con Mg(OH); o
CaCOs, la pérdida en la viabilidad celular fue solo de 1.5 y 1.0 log CFU / g,

respectivamente.

Curiosamente, cuando la concentracion de Mg(OH), variaba de 0 a 0.1 g/100 g, la
viabilidad de L. casei sometida a condiciones géstricas simuladas aument6 de 5.14 a
27.78% (Figura 7(b)). Sin embargo, las concentraciones de Mg(OH), superiores a 0.1
g/100 g causaron disminuciones significativas en la viabilidad de las células. Estos
resultados indican que cuando la concentracion de Mg(OH), fue superior a 0.1 g/100 g,
tuvo un efecto negativo en la viabilidad de las células de L. casei. De hecho, cuando se
enumeraron las células de L. casei encapsuladas en Bo.4 que contenian la concentracion
mas alta de hidroxido de magnesio, se observo que las células bacterianas no estaban bien
definidas, lo que puede atribuirse al dafio de la pared celular (Figura 8) . Este efecto se
refuerza con los resultados obtenidos en FTIR, donde se refleja el despliegue de proteinas

(Figura 6, Cuadro 7).
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z: Capsulas de alginato en donde el subindice denota la concentracion de Mg(OH)..

y: letras diferentes en columnas de la misma serie indican que las medias difieren significativamente

(p<0.05).
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Figura 8. Crecimiento de L. casei encapsulado en tratamiento con 0.4 % de Mg(OH)2 (Bo.4,

placa izquierda) y tratamiento con 0.4 % de Mg(OH). (Bo, placa derecha) después de

condiciones gastricas simuladas.

La actividad antibacteriana del Mg(OH), ha sido reportada por otros autores. Dong et al.
(2010) informaron que las nanoparticulas de Mg(OH), eran agentes antibacterianos
efectivos contra E. coli y Burkholderia phytofirmans, a través de dos mecanismos
posibles. El primero, que consiste en la penetracion de las nanoparticulas de Mg(OH)2 en
la pared celular que destruyen la estructura de las proteinas, lo que lleva al dafio de la
membrana y a la muerte celular. El segundo mecanismo posible es la adsorcion de la
humedad del agua en las superficies de las nanoparticulas de Mg(OH), y la alta
concentracion de grupos OH™ ya que en esta delgada capa de agua superficial se podria
dafiar la membrana y causar la muerte celular. Pan et al. (2013) informaron el mecanismo
antibacteriano de tres suspensiones de nano-Mg(OH), utilizando E. coli como bacterias
modelo. Estos autores concluyeron que nano-Mg(OH), se adsorbia en la superficie
bacteriana primero mediante atraccion, para posteriormente destruir la integridad de las

paredes celulares, lo que resulta en la muerte de las bacterias.
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4.6. Conclusiones

Las céapsulas de alginato de calcio exhiben cierta fragilidad en condiciones géstricas
rigurosas, lo que pone en riesgo la viabilidad de las bacterias probidticas encapsuladas.
En este trabajo, exploramos si la incorporaciéon de Mg(OH): en las capsulas podria mejorar
la viabilidad de L. casei, al proporcionar un microambiente neutro en su interior,
reduciendo asi el riesgo de una alteracion 4acida. Los resultados mostraron que la
incorporacion de Mg(OH), fue efectiva hasta una concentracion de 0.1 g/100 g para
mejorar la proteccion de los probioticos, sin embargo, concentraciones mas altas dafiaron
la pared celular. En general, nuestros resultados mostraron que la incorporacion de
particulas neutralizantes en las cépsulas de alginato es una estrategia prometedora para
mejorar la capacidad protectora de células probidticas contra condiciones gastricas

adversas.
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