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MICROENCAPSULACION DE Lactobacillus casei CON PROTEINAS LACTEAS
GELADAS ENZIMATICAMENTE Y EVALUACION DE SU SUPERVIVENCIA EN
CONDICIONES GASTROINTESTINALES SIMULADAS

MICROENCAPSULATION OF Lactobacillus casei WITH ENZYMATICALLY
GELLED MILK PROTEINS AND EVALUATION OF THEIR SURVIVABILITY IN
SIMULATED GASTROINTESTINAL CONDITIONS

Arenales Sierra Irene Margarita®, Lobato-Calleros Consuelo*

RESUMEN

Células de Lactobacillus casei fueron
microencapsuladas en matrices de
proteina lactea sin y con recubrimiento de
quitosano (Q) o alginato de sodio (A) por
medio de emulsificacion, gelacion
enzimética y subsecuente dispersién en
soluciones de Q o A (0.1 o 0.5% p/p). El
diametro, rendimiento, eficiencia de
entrampamiento y microestructura de las
microcdpsulas y la supervivencia de
Lactobacillus casei entrampado en
condiciones gastrointestinales simuladas
(CGIS) fueron evaluados. Se obtuvieron
microcapsulas esféricas o semiesféricas
exhibiendo 104.8-142.2 um de didmetro, y
74.8-96.36% de rendimiento. La
estructura interna de las microcapsulas
fue semejante a la microestructura de
queso fresco y su morfologia y topografia
exterior fueron afectadas por la naturaleza
y concentracibn de los polisacaridos
usados como recubrimiento. En todos los
casos la eficiencia de entrampamiento de
células probiéticas fue mas alta que 95%.
Las microcapsulas cubiertas con una
solucién de Q al 0.5% p/p proporcionaron
una significativa mejor protecciébn a
Lactobacillus casei contra CGIS.

Palabras clave: Lactobacillus casei,
microencapsulacion,  proteina  lactea
gelada, condiciones gastrointestinales
simuladas, alginato de sodio, quitosano.

ABSTRACTABSTRACT
Lactobacillus casei cells were
microencapsulated in milk protein matrices
without or with chitosan (Q) or sodium
alginate (A) coating by means of
emulsification, enzymatic gelation, and
subsequent dispersion in Q or A solutions
(0.1 or 0.5% w/w). The diameter, yield,
entrapment efficiency, and microstructure
of the microcapsules and the survivability
of entrapped Lactobacillus casei cells in
simulated  gastrointestinal ~ conditions
(CGIS) were evaluated. Spherical or
semispherical microcapsules exhibiting
104.8-142.2 pum in diameter, and 74.8-
96.36% of yield were obtained. The inner
structure of the microcapsules was like
fresh cheese microstructure and their
morphology and outer topography was
affected by the nature and concentration
of the polysaccharides used as coating. In
all cases, probiotic cells entrapment
efficiency was higher than 95%. The
microcapsules coated with 0.5% w/w Q
solution provided a significant better
protection to Lactobacillus casei against
CGls.

Keywords: Lactobacillus casei,
microencapsulation, gelled milk protein,
simulated  gastrointestinal  conditions,
sodium alginate, chitosan.
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1. INTRODUCCION

La nutricion actual esta enfocada a la prevencion de las enfermedades cronicas
no transmisibles, en las que la dieta y el estilo de vida desempefian roles
etiologicos. El desarrollo y la producciéon de alimentos funcionales con actividad
selectiva relacionada con una o varias funciones del organismo, en particular de
aguellos considerados como probidticos, han mostrado incrementos
considerables (Heidebach et al., 2009). Los probiéticos son considerados como
“microorganismos vivos que confieren un beneficio a la salud del huésped
cuando son administrados en cantidades adecuadas” (Araya et al., 2002). Entre
los numerosos beneficios a la salud ejercidos por los probioticos, establecidos
cientificamente y/o probados clinicamente, pueden sefialarse la reduccion vy
prevencion de diarreas de diferente origen, el mejoramiento del balance
microbiano intestinal, el alivio de sintomas de intolerancia a la lactosa, la
prevencion de alergias alimentarias, el aumento de actividad autoinmune y

actividades contra la formacion de tumores (McFarland, 2009; Andersson et al.,

2000; Salminen et al., 2001).



El nivel de consumo de probidticos recomendado es de 10%-10° ufc dia™,
equivalente a 100 g de un producto alimenticio conteniendo 10°-10" ufc g™
(Kailasapathy, 2006). No obstante, los niveles de probidticos de productos
lacteos fermentados, se encuentran a menudo muy por debajo de los
recomendados, debido a las condiciones adversas generadas durante el
almacenamiento de dichos productos (Heidebach et al., 2009; Champagne et
al., 2007; Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001). Adicionalmente, se ha demostrado
gue el medio altamente acido del estbmago y la accidén de las sales biliares en
el intestino delgado, pueden reducir considerablemente el numero de células
viables capaces de alcanzar el intestino (Anal y Singh, 2007,

Muthukumarasamy et al., 2006; Krasaekoopt et al., 2003).

La técnica de microencapsulacion es considerada como una alternativa para
aumentar la supervivencia de los probidticos durante el procesamiento y el
almacenamiento de los alimentos, y en especial durante su transito a través del
tracto gastrointestinal, al proporcionar una barrera fisica entre estos
microorganismos y condiciones externas adversas (Agrawal, 2005; Augustin,
2003; Krasaekoopt et al.,, 2003). Aun cuando se han desarrollado diversas
técnicas para la microencapsulacion de probidticos, la gran mayoria de ellas
presentan algunas desventajas que es necesario resolver; por ejemplo, el
secado por aspersion de concentrados celulares de probidticos en varias
dispersiones de proteinas, presenta como desventajas la obtencion de
microcapsulas con alto grado de solubilidad en agua, liberandose células en el

producto en corto tiempo (Krasaekoopt et al., 2003); asi como también pérdidas
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significativas en la viabilidad y la resistencia de los probidticos a las condiciones
adversas del medio ambiente, como consecuencia de las altas temperaturas
empleadas durante el secado (Desmond et al., 2002; Ross et al., 2005). El
entrampamiento de probioticos en matrices formadas por polisacaridos, es un
meétodo que prevalece para la produccion de microcapsulas insolubles en agua
y su aplicacion en alimentos (Doleyres y Lacroix, 2005; Krasaekoopt et al.,
2003). Los resultados sobre la proteccion que proporcionan estas matrices de
polisacaridos a los probidticos durante el almacenamiento de los productos
lacteos y a través de su paso por el tracto gastrointestinal, son inconsistentes
(Heidebach et al., 2009). Las dispersiones acuosas de los polisacéridos usados
como materiales de pared (i.e. alginato, goma gelana, goma xantana, k-
carragenina, etc.) exhiben altas viscosidades, lo que restringe su uso a
concentraciones muy bajas, de alrededor del 2 al 4 %. Lo anterior, resulta tanto
en la formacion de estructuras de pared de baja densidad, que proporcionan un
efecto de barrera limitado (Crittenden et al., 2006), como en la formacién de
capsulas relativamente grandes, con diametros entre 1 y 3 mm, que ocasionan
efectos adversos en la calidad sensorial del alimento al que se incorporan
(Sandoval-Castilla et al., 2010). En adicién, el uso de polisacaridos de origen no
lacteo como materiales de pared para la encapsulacion de probidticos con fines
de su incorporacion en productos lacteos, no es permitido en algunos paises

(Champagne et al., 1994; Picot y Lacroix, 2004).



Resulta entonces un reto interesante, el desarrollo de nuevas técnicas para la
fabricacion de capsulas pequefias, insolubles en agua, con propiedades de
barrera que garanticen la proteccion de probioticos durante el procesamiento y
el almacenamiento de productos lacteos y a través de su trayecto por el tracto
gastrointestinal. Una alternativa para el logro de las caracteristicas sefialadas,
la puede constituir el uso de lactoproteinas como materiales de pared, debido a
sus propiedades funcionales ampliamente reconocidas en el area de los
alimentos. La incorporacion de capsulas elaboradas a partir de lactoproteinas
en productos lacteos, puede también contribuir al mejoramiento de las
propiedades mecanico-sensoriales de estos productos; por ejemplo, para el
caso de quesos reducidos en grasa. Escasas investigaciones se han realizado
sobre el uso de lactoproteinas para la preparacion de microcapsulas insolubles
en agua. El proceso de gelacion de estas proteinas se realiza tradicionalmente
mediante tratamiento térmico; proceso no aplicable a las bacterias probioticas,
térmicamente sensibles. La gelificacién de las lactoproteinas via enzimatica,
constituye una opcién para su uso como materiales de pared de microcapsulas
conteniendo probidticos. Heidebach et al. (2009), informaron sobre la
encapsulacién de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19 y Bifidobacterium
lactis Bb12, en matrices de lactoproteinas, por medio de la gelacion enzimatica
de estas ultimas por quimosina. Las capsulas elaboradas con lactoproteinas
tuvieron un diametro medio de 68 + 5 um, y protegieron a las células de
Lactobacillus paracasei y Bifidobacterium lactis durante su incubacion bajo

condiciones gastricas simuladas a bajo pH. Con base en lo expuesto, el objetivo



de este proyecto es proteger Lactobacillus casei contra condiciones
gastrointestinales simuladas mediante su entrampamiento en microcapsulas de

lactoproteinas geladas enzimaticamente, con y sin recubrimiento.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Proteger Lactobacillus casei contra condiciones gastrointestinales
simuladas mediante su entrampamiento en microcapsulas de

lactoproteinas geladas enzimaticamente, con y sin recubrimiento.

2.2. Objetivos particulares

Obtener microcépsulas a partir de lactoproteinas, mediante la técnica de
emulsificacion 'y subsecuente gelacion enzimética, con Yy sin
recubrimiento.

Determinar la eficiencia de entrampamiento de Lactobacillus casei en
microcapsulas de lactoproteinas geladas.

Determinar el didmetro, el rendimiento y la microestructura de las
microcapsulas.

Determinar la capacidad de proteccion de la microcapsulas sobre células
probidticas de Lactobacillus casei durante su exposicion a condiciones

gastrointestinales simuladas.



3. ANTECEDENTES

3.1. Microorganismos probioticos

Aunqgue el concepto de probidticos se introdujo en el siglo XX, el término no fue
acufiado hasta 1960. La definicion del término ha evolucionado a través de los
afos. Segun Fooks y otros (1999), la palabra probiético se deriva de dos
palabras griegas que significan para la vida. Este término se utiliza para
describir una primera sustancia microbiana que estimul6 el crecimiento de otros
microorganismos (Lilley y Stillwell, 1965) o extractos de tejidos que promovieron
el crecimiento microbiano (Sperty, 1971), pero este concepto no recibié la
aceptacion general. Parker (1974) fue el primer autor en usar la palabra
probiético en el contexto de la suplementacion de los animales, y los definio
COmMo organismos y sustancias que contribuyen al equilibrio de la flora intestinal.
Fuller (1989) define los probiéticos como suplementos alimenticios que
contienen microorganismos vivos que afectan al anfitrion de una forma sana,
incidiendo en el equilibrio de la flora intestinal. Muchas otras definiciones del
término probidtico se han publicado desde entonces, sin embargo, la definicion
mas ampliamente aceptada es la de la FAO/OMS (2001) "los probidticos son
microorganismos vivos, que administrados en ciertas cantidades aportan

beneficios para la salud del huésped" (Granato et al., 2010).



Aunque varias cepas de bacterias de acido lactico han sido descritas como
probioticos, relativamente pocas cumplen con las normas de las Naciones
Unidas de tener documentacion del ensayo clinico, y muchas son demasiado
sensibles a la acidez intensa y presencia de sales biliares en el tracto
gastrointestinal humano, por lo que mueren en ruta hacia el intestino. La
mayoria de los productos probioticos disponibles en el mercado contienen
especies de Lactobacillus y Bifidobacterium, que son los principales géneros de
bacterias gram-positivas que segun la FAO/WHO son aceptados como
probioticos. Las diferentes especies de microorganismos probiéticos que han
sido empleados en la industria alimentaria mediante su incorporacion a yogures,
yogures congelados tradicionales y en postres, son: L. acidophilus, L. casei, L.
johnsonii, L. rhamnosus, L. thermophilus, L. reuteri, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. brevis, B. infantis, y B.

animalis y L. delbrueckii spp. thermophilus bulgaricus (Granato et al., 2010).

Las propiedades ideales de las cepas probidticas para beneficiar la salud
humana y ser utilizadas en la industria de los probidticos son: resistencia al
acido y la bilis; unién a las células epiteliales intestinales humanas; colonizacion
en el intestino humano; producciéon de sustancias antimicrobianas, incluyendo
bacteriocinas; buenas caracteristicas de crecimiento y efectos benéficos sobre
la salud humana. Una de las caracteristicas mas importantes de una cepa
probidtica es que debe ser no patdgeno y generalmente reconocida como
segura (GRAS). Los probidticos también debe presentar algunas caracteristicas

deseables, tales como el mantenimiento de la viabilidad durante el
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procesamiento y el almacenamiento, facilidad de aplicacion en los productos, y
resistencia al tratamiento fisico-quimico de los alimentos (Granato et al., 2010).

Los probidticos no deben ser patdgenos, toxicos, mutagénicos o carcinogénicos
en el organismo del huésped; deben ser antagonicos a los agentes patégenos y
ser genéticamente estables sin un mecanismo de transferencia de un plasmido,
especialmente referente a resistencia a los antibiéticos; deben sobrevivir
durante la digestion y poseer la capacidad de adherirse y colonizar la mucosa
intestinal, asi como promover la inmuno-estimulacion sin efectos inflamatorios.
Es importante informar que estas bacterias deben estar presentes en un
alimento lacteo en un nivel minimo de 10° ufc g* y que la ingesta diaria debe
ser de aproximadamente 10® ufc g*, con el objetivo de compensar la posible
reduccion en el numero de la microorganismos probidticos durante su paso a

través del intestino (Granato et al., 2010).

Otros autores consideran que los alimentos funcionales deben contener al
menos 10’ ufc g*de bacterias probiéticas y debe ser consumido en cantidades
mayores a 100 g dia™ para tener efectos positivos sobre la salud. La mayoria de
los alimentos probidticos en el mercado son leches fermentadas y yogur, que
son productos frescos y de consumo rapido (Kasimoglu et al., 2004; Souza et

al., 2007; Boylston et al., 2004).

Los probidticos deberian llegar a lo largo del intestino, y especificamente al

colon, intactos y viables; sin embargo, cuando los probiéticos son ingeridos, se



reduce su actividad y viabilidad, en parte por las condiciones acidas del

estdbmago y por la bilis (Lankaputhra y Shah, 1995), retardando su colonizacion.

3.2. Microflora normal del intestino humano

En los ultimos 20 a 25 afios, el conocimiento de la complejidad de la microbiota

del los mamiferos ha aumentado

tracto gastrointestinal que habita a
considerablemente; una comunidad compleja de microorganismos se encuentra
desde la boca al ano, pero el colon es, por mucho, el sitio principal de esta
colonizacion microbiana. Bajzer y Seeley (2006) informan que el 75 % del total
de la microbiota gastrointestinal son Enterobacteriacae, Streptococcus y

Lactobacillus (Figura 1).
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En el adulto sano hay 10*-10* bacterias que colonizan el intestino. Esto
supera en numero a las células de los tejidos totales en el cuerpo por lo menos
en un orden de magnitud. La composicion y la actividad de este sistema
microbiano complejo (llamado microflora o microbiota) tienen una influencia
importante en la salud y la enfermedad. La microbiota del comensal contribuye
a las funciones tréficas del intestino (la formacion de productos de fermentacion
y vitaminas que pueden ser utilizados por las células epiteliales intestinales);
estimula la funciébn inmune del tracto gastrointestinal, transforma o excreta
sustancias toxicas; protege al huésped contra la invasidbn por especies

patdgenas y modula la motilidad digestiva (Bajzer y Seeley, 2006).

3.3. Beneficios a la salud atribuidos a los probiéticos

En el mundo académico se piensa que los microorganismos probidticos pueden
mejorar la salud y a través de los medios de comunicacién y el mercadeo, la
poblacion debe ser mas consciente de esto. Para suplir la creciente demanda
de probidticos, la industria alimentaria ha desarrollado nuevos productos.
Algunas cepas especificas de bacterias de &cido lactico tales como L.
acidophilus, L. casei, B. longum, L. fermentum, L. rhamnosus, L. reuteri, L.
crispatus, L. plantarum, B. animalis y B. lactis estdn en el mercado y
proporcionan buenos beneficios para varias empresas. En este contexto,
bebidas y yogures probidticos se han desarrollado, tanto en los sectores
industriales y académicos, para ofrecer nuevas fuentes de productos mejorados

para los consumidores. Sin embargo, este mercado todavia tiene un enorme
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potencial de crecimiento, ya que la mayoria de los productos disponibles son o
yogures o leches fermentadas con B. animalis y L. acidophilus (Granato et al.,

2010).

Varios beneficios para la salud son atribuidos a la ingestion de alimentos que
contienen probioticos (Figura 2), algunos de ellos han sido probados

cientificamente y otros todavia requieren mas estudios en humanos.

Los principales beneficios relacionados cientificamente con los probiéticos son:
actividades antimicrobianas y anti-mutagénica; propiedades anticancerigenas;
propiedades antihipertensivas; efectos benéficos sobre el metabolismo mineral,
especialmente con respecto a hueso; atenuacion de los sintomas de la
enfermedad intestinal y el sindrome de Crohn; reduccion de los sintomas de las
alergias alimentarias y reduccién de niveles de colesterol LDL (lipoproteinas de

baja densidad).

Algunas cepas de Lactobacillus también han mostrado la supresion de

microorganismos patdgenos tales como Salmonella enteritidis, Escherichia coli,

Shigella sonnei, y Serratia marcescens (Granato et al., 2010).
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Figura 2. Beneficios fisioldgicos de los alimentos funcionales que contienen

bacterias probidticas. Fuente: Granato et al., 2010.

Las bacterias probidticas promueven los mecanismos enddgenos; ademas
tienen efectos sobre la defensa inmunoldgica intestinal, que se caracteriza por
la estabilizacion de la microflora intestinal. Las bacterias probidticas han
demostrado mejorar las respuestas inmunitarias humorales y promover asi la
barrera inmunoldgica del intestino. Las bacterias probidticas han demostrado
estimular la resistencia del huésped a patdégenos microbianos no especificos y
modular las respuestas inmunes del huésped a los antigenos potencialmente
dafiinos con un potencial para regular las reacciones de hipersensibilidad. Los
probiéticos como una parte de la flora intestinal juegan un papel importante en
la induccién y desarrollo del cancer de colon mediante la reduccién de la
incidencia y el numero de tumores. La flora enddgena y el sistema inmune

participan en la modulacion de la carcinogénesis (Granato et al., 2010).
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Algunos otros beneficios fisiologicos de cepas probidticas son: regulacion del
flujo intestinal; el tratamiento de la diarrea; reduccion del colesterol; aumento de
la tolerancia a la lactosa; mejora en la absorcion de hierro y calcio; reduccion de
compuestos toxicos en el organismo, aumentando el sistema inmunolégico;
tratamiento de la diarrea por rotavirus; mejora de la salud urogenital; prevencion
de cancer y tumores supresores; desintoxicacion de carcinégenos; reducciéon de
los productos catabdlicos eliminados por los rifiones y el higado; prevencion de
la arteriosclerosis (reduccién del colesterol del suero); prevencion de la
osteoporosis; mejor desarrollo (crecimiento); mejora del bienestar; sintesis de
nutrimentos (acido folico, niacina, riboflavina, vitaminas Bs y B12); aumento de la
biodisponibilidad de nutrimentos; prevencién de infecciones del tracto intestinal
(bacterias o virus inducidos, Candida enteritis, Helicobacter pylori/neoplasia);
regulacion de la motilidad intestinal (estrefiimiento, sindrome del intestino
irritable); disminucién de la diarrea inducida por quimioterapia antituberculosa y

mejora o curacion de la colitis (Granato et al., 2010).

3.4. Lactobacillus casei

Lactobacillus casei es un microorganismo que se utiliza como probiético ya que
genera actividad antagonica contra patdogenos causantes de desoérdenes
gastrointestinales, debido a su capacidad inmunomoduladora y a cambios de

pH generados por la produccion de acido lactico (Escobar et al., 2010).
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Lactobacillus casei es un microorganismo gram positivo encontrado en el tracto
reproductivo e intestinal de los humanos y animales (Kandler y Weiss, 1986). Lb
casei tiene forma de bacilos cortos y coreniformes con dimensiones de 0.7-
1.1x2.0-4.0 um; con tendencia a formar cadenas, sin movimiento. Las
temperaturas oOptimas de crecimiento son de 30 a 37 °C. Lb. casei es una
bacteria aerotolerante, heterofermentativa facultativa. Lactobacillus casei,
presenta un buen crecimiento en caldo MRS y agar MRS, a una temperatura de
incubacion de 37 °C durante 72 h o bien a 30 °C por 5 d (Merck, 1994). Lb casei
es frecuentemente encontrado en ecosistemas alimenticios, tales como leche,
guesos, leches fermentadas, vegetales frescos y fermentados y carne (Erdogrul
y Erbilir, 2006). Su actividad metabdlica genera sabores caracteristicos y ejerce

un efecto preservativo sobre los productos fermentados.

3.5. Microencapsulacion

La supervivencia de probiéticos en alimentos es afectada por varios factores,
incluyendo pH, post-acidificacion durante el almacenamiento en productos
fermentados, produccion de peréxido de hidrogeno, toxicidad por oxigeno
(permeabilidad de los empaques a oxigeno). En adicién los probioticos
muestran crecimiento pobre en leche (falta de proteasas para degradar las
proteinas lacteas a substancias nitrogenadas mas simples) e incompatibilidad

con cultivos iniciadores durante la fermentacion (Dave y Shah, 1997).
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Para que los microorganismos probidticos ejerzan beneficios sobre la salud de
quien los ingiere, un gran numero de sus células debe sobrevivir al proceso de
manufactura y al periodo de almacenamiento del alimento en el que se
incorporaron, asi como a su paso por el tracto gastrointestinal, incluyendo el
medio altamente acido del estobmago y la accion de las sales biliares en el
intestino delgado (Anal y Singh, 2007; Muthukumarasamy et al., 2006). Existe
amplia informacién disponible sobre los beneficios que proporcionan los
probioticos a la salud, pero el desarrollo tecnolégico de sistemas de proteccion
de estos microorganismos en los alimentos en los que son incorporados y a su
paso por el tracto gastrointestinal, es todavia un reto importante (Heidebach et

al., 2009).

El entrampamiento de microorganismos en una matriz de gel de alginato es el
sistema mas popular informado. La inmovilizacion y encapsulacion son términos
gue se utilizan indistintamente en la literatura reportada. Mientras que la
encapsulaciéon es el proceso de formaciébn de un recubrimiento continuo
alrededor de una matriz interior, que esta totalmente contenido dentro de la
pared de la cdpsula como un nucleo de material encapsulado, la inmovilizacion
se refiere a la captura de material dentro o por toda la matriz (Kailasapathy,

2002).

La encapsulacion se produce naturalmente cuando las células bacterianas
crecen y producen exopolisacaridos. Las células microbianas se atrapan dentro

de sus propias secreciones que actian como una estructura de proteccion o
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como una capsula. La reduccion de la permeabilidad del material de la capsula
provoca que los microorganismos estén menos expuestos a los factores
ambientales adversos. Muchas bacterias acido-lacticas  sintetizan
exopolisacaridos, pero no los producen en cantidades suficientes para

encapsularse completamente (Kailasapathy, 2002).

La microencapsulaciéon ayuda a separar un material de nucleo de su entorno
hasta que se libera. Esta técnica protege el nucleo inestable de su entorno, lo
gue mejora su estabilidad, extiende su vida y proporciona una liberacion

sostenida y controlada (Figura 3) (Kailasapathy, 2002).

La estructura formada por el agente de micro-encapsulacion alrededor de la
sustancia del nucleo se conoce como pared. Las propiedades del sistema de
pared estan disefladas para proteger el nucleo y para liberarlo a velocidades
controladas bajo condiciones especificas, mientras permite que las moléculas
pequefias pasen dentro y fuera de la membrana. Las capsulas pueden variar
desde sub-micrometros a varios milimetros de tamafio y pueden ser de

diferentes formas (Kailasapathy, 2002).

17



-
= T~
- ~

/
Sistema \\ S, Productos
. A %ﬁ:}
inmune del N ) %}‘
huésped // S

Figura 3. Principio de la microencapsulacion: Membrana barrera (tamafio de
poro 30-70 kDa) que aisla las células del sistema inmune del huésped al tiempo
gue permite el transporte de metabolitos y nutrimentos extracelulares. Fuente:

Kailasapathy, 2002.

La microencapsulacion ha sido reconocida como una alternativa para
incrementar la resistencia de los microorganismos probiéticos a ambientes
hostiles (Anal y Singh, 2007). La microencapsulacion es definida como una
tecnologia de empaque de materiales bioactivos, con el objetivo de protegerlos
del ambiente externo (Popplewell et al., 1995), permitiendo o no que los
sustratos y productos entren y salgan de la capsula y que puedan liberar su
contenido a tasas controladas bajo condiciones especificas (Anal y Stevens,
2005; Anal et al., 2006; Kailasapathy y Masondole, 2005). El tamafio de las
capsulas puede variar desde 1 um a 1 mm, dependiendo de los materiales y
meétodos usados para su preparacion (Anal y Singh, 2007). Se han preparado

microcapsulas usando diferentes materiales de pared y diferentes métodos
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(Capela et al., 2006). La encapsulacién de bacterias probiodticas extiende la vida
de anaquel de los cultivos, los protege de la incidencia de bacteriofagos e
incrementa su viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento (O"Riondan et

al., 2001).

En comparacion con otras técnicas de inmovilizacion/entrampamiento, la de
micro-encapsulacion representa muchas ventajas. La microcapsula que se
compone de una pared membranosa semipermeable, esférica, fina y fuerte,
mantiene dentro las células de los microrganismos; mas aun, en comparacion
con una matriz de entrampamiento, no existe nucleo sélido o gelificado en la
microcapsula y su diametro pequefio ayuda a reducir las limitaciones de
transferencia de masa. Los nutrimentos y los metabolitos se pueden difundir a
través de la membrana semipermeable facilmente. La membrana sirve como
una barrera para la liberacion de células y minimiza la contaminacion. El
material de ndcleo encapsulado se libera por varios mecanismos tales como
ruptura mecéanica de la pared celular, la disolucion de la pared, de fusion de la

pared y la difusion a través de la pared (Kailasapathy, 2002).

3.6. Métodos de microencapsulacion

3.6.1. Secado por aspersion

El secado por aspersion es el método de microencapsulacion mas comunmente

utilizado en la industria alimentaria; es econdmico, flexible y produce un
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producto de buena calidad. El proceso implica la dispersion del material del
ndcleo en una soluciéon de polimero, formando una emulsion o dispersion,
seguido de homogeneizacion del liquido y la atomizacion de la mezcla en la
camara de secado. Esto ultimo conduce a la evaporacion del disolvente (agua)
y por lo tanto la formacién de la matriz de tipo micro capsulas (Kailasapathy,

2002).

La ventaja del proceso es que puede ser operado sobre una base continua. La
desventaja es que la alta temperatura utilizada en el proceso puede no ser
adecuada para la encapsulacion de cultivos de bacterias probidticas. Sin
embargo, el ajuste y el control adecuado de las condiciones de procesamiento,
tales como las temperaturas de entrada y de salida pueden proporcionar
cultivos viables encapsulados de distribucion de tamafio de particula deseado

(Kailasapathy, 2002).

A una temperatura de entrada de 100 °C y una temperatura de salida minima
de 45 °C, las células de Bifidobacterium fueron encapsuladas
satisfactoriamente para producir microesferas con almidon gelatinizado
modificado como un material de recubrimiento. En este estudio, el secado por
aspersion se encontr0 que era un valioso proceso para encapsular las
bifidobacterias. El proceso de secado por aspersion es econdmico, facil de
ampliar y utiliza equipos disponibles para la industria alimentaria. Un informe
anterior indicé que la supervivencia de las bacterias probibticas durante el

secado por aspersion disminuy6é al aumentar la temperatura de entrada. Las
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temperaturas de entrada de por encima de 60 °C dieron como resultado un
secado deficiente y un producto pegajoso. Temperaturas mas altas de entrada
(> 120 ° C) dieron lugar a temperaturas de salida mas altas (> 60 ° C) y
redujeron significativamente la viabilidad de las bifidobacterias. Otras cepas de
bacterias probibdticas también se ha informado que pierden viabilidad a
temperaturas de entrada mas altas. El secado por aspersion de células
encapsuladas mostré una cobertura uniforme de las mismas, con un tamario

promedio de micro esfera (> 10 micrémetros) (Kailasapathy, 2002).

3.6.2. Extrusion, emulsion y separacion de fases

La microencapsulacion por extrusion implica la proyeccion de una emulsion
como nucleo y del material de revestimiento a través de una boquilla a alta
presion. La extrusion de soluciones de polimeros a través de boquillas para
producir capsulas se realiza principalmente a escala de laboratorio, donde se
aplican dispositivos simples, tales como jeringas. Si la formacién de gotitas se
produce de una manera controlada la técnica se conoce como de formacién de
perlas. Esto se hace preferiblemente por pulsacion del chorro o vibracion de la
boquilla. El uso de flujo coaxial o de un campo electrostéatico es la otra técnica

comun para formar gotitas (Kailasapathy, 2002).

La produccidon en masa de esferas puede ser alcanzada por los sistemas multi-
boquilla, atomizadores de disco giratorio 0 mediante la técnica de corte por

chorro. Sistemas centrifugos utilizando ya sea un sistema de multinozzle o un
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disco giratorio también se han desarrollado para la produccion en masa de las

microcapsulas (Kailasapathy, 2002).

El proceso de extrusion centrifuga es un proceso de coextrusion, que utiliza una
boquilla que consiste de orificios conceéntricos situados en la circunferencia
exterior de un cilindro giratorio. Un material liquido o nucleo se bombea a través
del orificio interior y un material de envoltura liquido a través del orificio exterior
gue forma una varilla de co-extruida de material de nucleo rodeado por material
de corteza. Conforme el sistema gira, la barra extrudida se rompe en gotitas

gue forman cépsulas (Kailasapathy, 2002).

La mayor parte de la literatura reportada sobre la encapsulacion de bacterias
probioticas se refiere a la técnica de emulsificacion para producir una pequefia
cantidad de capsulas. Las céapsulas o perlas se forman mediante un
procedimiento en dos etapas, implicando dispersiéon y endurecimiento. La
dispersién se puede realizar por extrusién o por emulsificacién. En este método,
las células bacterianas en una suspension de polimero se extruyen a través de
una aguja o una boquilla, generdndose gotas esféricas que caen en una
solucion de endurecimiento. La técnica de emulsificacion implica la dispersion
de una fase acuosa que contiene las células bacterianas y la suspension de
polimero en una fase organica, tal como aceite, resultando en una emulsion de
agua en aceite. Las gotitas dispersadas acuosas son endurecidas por
enfriamiento o por la adicidon de un agente gelante o un agente de reticulacion

en el caso de geles de poliacrilamida. Después de la gelificacion las perlas se
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lavan para eliminar el aceite. Mediante la técnica de emulsificacion se obtienen
perlas de diametro pequefio, adecuado para ampliar sus aplicaciones. El aceite
residual en las capsulas, sin embargo, puede no ser adecuado para el
desarrollo de aplicaciones en productos alimenticios de bajo contenido graso

(Kailasapathy, 2002).

El método de encapsulacion por emulsificacion y posterior gelacion, es una
técnica, en la que un pequefio volumen de suspension de células con
biopolimetros (fase dispersa) se afiade a un volumen mayor de aceite vegetal
(fase continua), como aceite de canola o aceite de maiz. La mezcla es
homogeneizada para formar una emulsion W/O. Una vez formada la emulsion,
las gotas de fase dispersa deben ser insolubilizadas para formar mindsculas
particulas de gel dentro de la fase oleosa y posteriormente son recuperadas por
filtracion. El tamafio de las particulas es controlado por la velocidad de agitacion

y puede variar entre 25y - 2mm (Krasaekoopt et al., 2003).

3.6.3. Uso de proteinas lacteas para la encapsulacion

La leche contiene entre 3.0 y 3.5 % de proteinas. Las caseinas representan el
80 % de la proteina de la leche y estan organizadas en micelas de 50- 500 nm
de diametro (150 nm en promedio). La estructura de las micelas de caseina es
importante desde el punto de su estabilidad en la leche y durante el
procesamiento de esta ultima para la elaboracion de productos lacteos (DeKruif

y Holt, 2003).
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Los caseinatos han sido utilizados como materiales de pared para la
encapsulacién (O’Riondan et al., 2001). Las caseinas pueden formar capsulas
artificiales cuando pierden su estructura micelar original, asi como a través de
su comportamiento funcional natural (i.e. durante su coagulacion enzimatica).
Se ha demostrado que el tamafo y la estabilidad de las micelas pueden ser
controlados por la proporcion relativa de «k-caseina, la cual estabiliza la
superficie de las micelas de caseina, por lo que su hidrélisis puede ser una
alternativa para el encapsulamiento de componentes bioactivos (Semo et al.,

2007).

3.6.4. Aplicacion de microencapsulacién en bacterias probioticas

La literatura reciente sobre tecnologia de cultivos inmovilizados para
aplicaciones biotecnoldgicas y en alimentos se resume en el Cuadro 1. Los
primeros reportes sobre la inmovilizacién de las células bacterianas para su
aplicacién en la industria alimentaria y en la tecnologia lactea cubren la mayor

parte de las tecnologias de cultivo inmovilizado (Kailasapathy, 2002).
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Cuadro 1. Inmovilizacion/encapsulacion de células para alimentos/aplicacion

biotecnoldgica.

Cultivo Material de pared Producto Referencia
B. bifidum, B. Alginato de Calcio Mayonesa Khalil y Mansour,
infantis 1998
L. paracasei Grasa de leche Queso Stanton et al.,

Cheddar 1998

Enterococcus Grasa de leche Queso Gardiner et al.,
faecium Cheddar 1998
B. bifidum, B. Crema Queso blanco  Ghoddusiy
adolescentes en salmuera Robinson, 1998
B. bifidum, B. Geles de alginato de  Queso Gobbeti et al.,
infantis, and B. calcio Crescenza 1997

longum

L. lactis subspp. K-carrageninay Queso fresco Sodini et al., 1997

Lactis goma de algaborro
L. casei cépsula de alginato  Acido lactico Yoo et al., 1996
de centro liquido
Lactobacilli alginato de calcio Postre helado  Sheu y Marshall,
1993
Lactococci Alginato de Calcio Crema Prevost and
Divies, 1992
L casei k-Carragenina y Yogurth Lacroix et al.,
goma de algaborro 1990

Fuente: Kailasapathy, 2002.

3.7. Técnicas de microencapsulacion por capas

El método de microencapsulacion capa por capa es importante. En este

proceso multicapas de polielectrolitos se preparan secuencialmente a través de
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sumergir un sustrato cargado positivamente o negativamente en soluciones de
polielectrolitos con carga de signo contrario, en un procedimiento ciclico. La
cubierta del nacleo de las particulas, con un tamafo y propiedades adaptados,
se preparan usando particulas coloidales como el material del nucleo que sirve
como una plantilla en la que se fabrican multicapas. Capsulas huecas de
particulas organicas, inorganicas o hibridas pueden ser obtenidas disolviendo el
material del nucleo. Esta técnica es versatil y simple; el espesor de las
multicapas se controla con precision variando el numero total de capas

depositadas (Dubey et al., 2009).

3.7.1. Biopolimeros de recubrimiento secundario

3.7.1.1. Alginato

El alginato es un polisacarido anionico aislado principalmente de algas pardas.
Es un copolimero lineal de acido B-D-manurénico (M) y &cido a-L-gulurénico
(G), unidades conectadas a través de enlaces glucosidicos p1— 4. Los residuos
My G se encuentran distribuidos en bloques homopoliméricos de M o bloques
de G, o bien bloques heteropoliméricos alternando residuos M y G (Figura 4a).
El alginato puede formar geles en presencia de cationes divalentes tales como
calcio debido a la unién entre bloques G- y calcio, dando lugar a una red
tridimensional conocida como “modelo de caja de huevo” (Figura 4b). La

estructura tridimensional de las cadenas ricas en acidos gulurénicos genera
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distancias entre los grupos carboxilos e hidroxilos que permiten un alto grado de

coordinacion de iones calcio (Chuah et al., 2009).
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e A ‘ H S oy
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B-1, 4-D-Mannuronic acid unit a-1, 4-1-Guluranic acid unit

Figura 4. (a) Estructura quimica de alginato; (b) esquema de la interaccion de

alginato con iones calcio. Fuente: Braccini y Prez, 2010.

3.7.1.2. Quitosano

El quitosano se obtiene de fuentes naturales, como lo es el exoesqueleto de los
insectos, crustaceos y hongos y se ha demostrado que son biocompatibles y
biodegradables. Los polimeros del quitosano son aminopolisacaridos derivados
semi-sintéticamente, que tienen  estructuras  Unicas, propiedades
multidimensionales, funcionalidad altamente sofisticada y un amplio rango de
aplicaciones en areas biomédicas, industriales y otras. Se han convertido en
una materia de interés, no sélo porque estan hechos de fuentes renovables
abundantes, sino porque son muy compatibles y biomateriales efectivos que

son utilizados en muchas aplicaciones (Dash et al.,, 2011; Prashanth y
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Tharanathan, 2007; Lee y Hong 2009). El quitosano es un copolimero lineal de
B-(1-4) unido a 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-p-
D-glicopiranosa, y es obtenido mediante la desacetilacion de la quitina, un
polisacarido natural que se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos tales
como cangrejos y camarones (Figura 5). Este polisacéarido catidnico ha llamado
cada vez mas la atencidn en aplicaciones farmacéuticas y biomédicas, debido a
su abundante disponibilidad, mucoadhesividad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no toxicidad y baja inmunogenicidad. Las propiedades
fisicoquimicas y biologicas del quitosano estan muy influenciadas por su peso

molecular y grado de desacetilacion (Patel et al., 2010).
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CHROH

Quitina

Quitano

Figura 5. Estructura de quitina, quitosano y quitano. Fuente: Patel et al., 2010.

Sistemas basados en quitosano han sido ampliamente estudiados para
transporte y liberacion de farmacos hacia el colon, ya que este sistema puede
proteger a los agentes terapéuticos de las condiciones hostiles del tracto

gastrointestinal superior y liberar a los agentes atrapados especificamente en el
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colon a través de la degradacion de los enlaces glicosidicos de quitosano por la

microflora del colon (Patel et al., 2010).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Cultivo liofilizado de Lactobacillus casei LBC81 LYO (Lb, Danisco, Dange Saint
Romain, Francia). Caldo y agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) para lactobacilos
y peptona de caseina (Becton Dickinson and Company, Le Pont de Claix,
Francia). Leche descremada en polvo (LDP, DIBICO S. A. de C. V., México),
cuajo fuerza 1:10 000 (Distribuidora Alcatraz, S. A. de C. V., D.F., México),
aceite de canola (AC, Canoil, AGYDSA, México). Cloruro de calcio, acido
ascorbico, cloruro de sodio, acido clorhidrico y etanol absoluto, todos grado
analitico (Quimica Laitz, S. A. de C. V., México). Alginato de sodio (A, de bajo
peso molecular FD-175, 60.5 % de acido gulurénico (CP Kelco, Lille, Skensved,
Dinamarca). Glutaraldehido al 2.5 % (v/v) (Electron Microscopy Sciences,
Washintgton, EUA.). Quitosano (Q, de alto peso molecular, > 75 % de
desacetilacion), bilis de porcino B8631 y TWEEN 60 (peso molecular 1309,
acido palmitico 35-50 %, acido estearico 47-55 %, CMC 27 %, HLB 14.9)

(Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA).
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4.2. Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei

Para determinar la cinética de crecimiento de Lb se realizaron pruebas
preliminares para establecer el periodo de incubacion maximo. Lo anterior se
realiz6 usando caldo MRS estéril (121 °C, 15 min) adicionado con &cido
ascorbico (0.1 g L) para promover un ambiente anaerobio (Song et al., 2003) y
una temperatura de incubacién de 37 °C. Mediciones de absorbancia del medio
de cultivo a 540 nm se efectuaron cada 40 min (espectrofotémetro UV,
Spectronics Genesys 5 UV/Vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, EUA). A
partir de 26 h de incubacion las bacterias no mostraron crecimiento adicional,
como fue indicado por incrementos poco significativos en los valores de

absorbancia.

La cinética de crecimiento de Lb se determind por el método de vaciado en
placa usando agar MRS estéril (121 °C, 15 min) adicionado con acido ascorbico
(0.1 g L™, una temperatura de incubacién de 37 °C y un periodo de incubacion
de 26 h. Las unidades formadoras de colonias (ufc) se determinaron en el
periodo comprendido de 0 a 26 h, realizando las diluciones decimales
necesarias en solucion de NaCl estéril (0.9 % p/v). Todas las placas se
incubaron a 37 °C durante 72 h y se determiné el nimero de ufc mL™ (Sheu y
Marshall, 1993). La determinacion de la cinética de crecimiento de Lb se

efectuo por triplicado.
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4.3. Preparacion del concentrado celular de Lb casei a encapsular

Células de Lb casei se cosecharon por centrifugacion aplicando 2336.45%g
durante 5 min en una centrifuga (Damon/lec Division IEC PR-J, Internacional
Equipment Co., Nashville,Tennessee, EUA) a partir de un cultivo en caldo MRS
de 19 h de incubacién, periodo correspondiente a la fase logaritmica tardia de
crecimiento de Lb. El sobrenadante fue decantado y el concentrado celular se
lavé dos veces con solucién de NaCl (0.9 % p/v) estéril; en ambas ocasiones se
centrifugd bajo las condiciones mencionadas y finalmente se resuspendio en
agua peptonada estéril (0.1 g 100 mL™), para obtener el concentrado celular a

encapsular (CC, 11.56 + 0.1 log ufc mL™).

4.4. Pruebas preliminares para establecer las condiciones de preparacion

de las microcapsulas

Para establecer las condiciones adecuadas para la preparacion de
microcapsulas con diametros en el rango de 100-200 um, se realizaron pruebas
preliminares en las que se tuvieron las siguientes variables de proceso: fraccion
volumétrica de la emulsién (® = 0.1, 0.2, 0.3) y velocidad de homogenizacion

(900, 1500, 1680 y 4000 rpm).

4.5. Preparacion de las microcapsulas

Se prepar6 una dispersion de LDP (35 g 100 g™ p/p) en agua destilada estéril

aplicando agitacion moderada con un equipo caframo (modelo RZR1, Cole-
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Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). Las dispersiones se refrigeraron a 4 °C durante
24 h para completa rehidratacion de la LDP. Posteriormente, la dispersion se
mezcl6 con el CC en una relacion 9:1 para mantener una carga celular de 10.56

+ 0.1 log ufc mI™ y una concentracion de proteina de 10.27 + 0.2 % (DLDL).

Se prepararon emulsiones agua-en-aceite (W/O) con una fraccién volumétrica
(@) de 0.3, mediante el procedimiento sugerido por Heidebach et al. (2009), con
ligeras modificaciones: (a) 60 g de DLDL se adicionaron con 800 uL de cuajo
(diluido al 25 %, v/v) (DLDLC) e incubé durante 60 min a 5 °C; (b) por separado
se pesaron 140 g de AC y se mantuvieron en refrigeracion, para que tanto el
aceite como la DLDLC se encontraran a la misma temperatura al momento de
preparar la emulsion; (c) La DLDLC se incorpor6 gota a gota al AC mediante el
equipo caframo, operado a 1680 rpm y (d) la emulsibn W/O formada fue
adicionada con 480 pL de cloruro de calcio diluido al 10 % p/v y se continud la
agitacion durante 10 min. Para prevenir la prematura gelacion de las
lactoproteinas durante el proceso de emulsificacion, la temperatura se mantuvo

a5 + 1 °C mediante un bano de hielo.

Con la finalidad de inducir la gelacion de las lactoproteinas y asi obtener las
microcapsulas de caseina (MC), la emulsion W/O obtenida se sometido a
calentamiento (40 £ 1 °C) durante 5 min, aplicando agitacion continua. La

mezcla microcapsulas-sobrenadante se dejé reposar 15 min a 5 + 1 °C,
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después de lo cual el sobrenadante se removid y las microcapsulas se lavaron

dos veces con TWEEN 60 diluido al 1 % p/p, para eliminar el residuo oleoso.

4.6. Recubrimiento de microcpsulas

Se prepararon cuatro variaciones de microcdpsulas con recubrimiento, con el
objeto de brindar mayor proteccion a los microorganismos entrampados, a partir
de las MC usando las siguientes dispersiones: 0.1 % de A (MCop1a), 0.5 % de A
(MCosa), 0.1 % de Q (MCoi1q) ¥ 0.5 % de Q (MCgsg). Como control se
consideraron las MC sin recubrimiento. En algunos estudios se informan las
siguientes concentraciones para las dispersiones de recubrimiento: 0.4 % de Q
y 0.17 % de A para entrampar Lactobacillus plantarum (Brinques y Zachia,
2011), 0.4 % de Q y 0.2 % de A para entrampar Lactobacillus gasseri y
Bifidobacterium bifidum (Chavarri et al., 2009), 1 % de Q, 1.5 % de Ay 0.5, 1.0
y 2.0 % de carboximetilquitosano (CMCS) para entrampar Lactobacillus casei
ATCC 393 (Yan et al., 2010). Con base en la informacion expuesta y tomando
en cuenta que tanto Q como A forman disoluciones de alta viscosidad, lo cual
en turno podria afectar el tamafio de las microcapsulas, se determiné evaluar
las concentraciones de 0.1 y 0.5 % de ambos biopolimeros en las disoluciones

de recubrimiento de las microcapsulas MC.

Las dispersiones de A se prepararon hidratando 0.05 g (MCp1a) ¥ 0.25 g
(MCosa) €n 49.95 g y 49.75 g de agua estéril, respectivamente, durante 24 h

con agitacion magnética. Por su parte, las dispersiones de Q se prepararon
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hidratando 0.05 g (MCop.10) ¥ 0.25 g (MCos0) en 49.95 g y 49.75 g de acido

acético al 3 % p/p, respectivamente, durante 24 h con agitacibn magnética.

Las dispersiones se agregaron, de acuerdo al tratamiento, gota a gota a MC,
aplicando agitacion magnética durante 15 min, seguido de un reposo de 10 min
a 5 °C. Posteriormente las microcapsulas se decantaron y lavaron con agua
peptonada (0.1 g 100 mL™). Las microcapsulas obtenidas fueron vaciadas en
tubos de plastico estériles de 50 mL y centrifugadas durante 5 min a 1350 rpm,
para eliminar el liquido restante; el sobrenadante fue removido y se agregaron 5
mL de agua peptonada (0.1 g 100 mL™) estéril, para evitar la deshidratacion.
Las microcédpsulas se almacenaron a 5°C hasta su caracterizacion. Todas las

microcapsulas se elaboraron por triplicado.

4.7. Caracterizacion de las microcapsulas

4.7.1. Rendimiento

Se evalud el rendimiento de microcapsulas como funcion de la cantidad de

proteina gelificable en la DLDL, utilizando la siguiente ecuacion:

g de proteina en las microcapsulas resultantes

Rendimiento[%] =
endimiento[%] 5.7568 g de proteina gelificable en DLDL

Para aplicar la ecuacion anterior, se cuantifico la proteina presente en LDL y en

las microcapsulas después de 1 d de su elaboracidon por el método de
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microkjeldahl (AOAC, 1999). Para el primer caso se considero que el 80 % de la
proteina era atribuible a caseinas (Fox et al., 2000); mientras que para la
microcapsulas el contenido de proteina determinado se consider6 como igual al

de caseina.

4.7.2. Tamaino

El didmetro mayor medio de veinte microcapsulas se determind después de 1 d
de su elaboracion, utilizando el analizador de imagenes Motic Images Advanced
3.2 (Motic Co, Hong Kong, China) , a partir de las micrografias obtenidas con
una camara digital Motic 350 (Motic Co, Hong Kong, China) a 40x (Rasband,

2007).

4.7.3. Microestructura

Las microcépsulas fueron fijadas en una disolucion de glutaraldehido al 2 % v/v
en buffer de fosfatos (0.1 M, pH 7.2) durante 6 h; posteriormente, se
deshidrataron en disoluciones de etanol de concentraciones crecientes (50, 60,
70, 80, 90 y 100 % v/v), permaneciendo 30 min en cada una. Las microcapsulas
fijadas se secaron a punto critico en un CPA 1l Technics Critical Point Dryer
(Tousimis, Rockville, MD, EUA). Cada microcapsula se fracturé con el objetivo
de exponer la estructura interior; luego se montaron en soportes de aluminio y
finalmente se cubrieron con una capa fina de oro en un Fine Coat lon Sputter
JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japdn). Las microcapsulas fracturadas se

observaron en un microscopio Electronico de Barrido (MEB) (JEOL Scanning
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Electron Microscope JMS-035, Jeol Ltd., Akishima, Japon), operado a 20 kV a

una magnificacion de 150x a 5 000x (Lobato Calleros et al., 2002).

4.8. Eficiencia de entrampamiento

Se evaluo la eficiencia de entrampamiento de las células de Lb y se expreso
como el porcentaje de células viables entrampadas relativo a la carga inicial
presente en la DLDL. Para el recuento de células viables entrampadas, fue
necesario destruir mecanicamente las capsulas y asi liberar las células de Lb
(Heidebach et al., 2009); se realizaron las diluciones decimales necesarias para
hacer la siembra en agar MRS, se incub6 a 37°C durante 72 h y se realizo el
recuento en placa. La eficiencia de entrampamiento se calculé de acuerdo a lo

propuesto por Reid et al. (2005).

ufc g~! de microcapsulas

Eficiencia de encapsulamiento (%) = ufc g1 de DLDL x 100

Donde:
ufc g de microcapsulas: ufc de Lb g* de microcapsulas; ufc g* de DLDL: ufc

de Lb g™* de la dispersién celular en leche descremada.

4.9. Supervivencia de Lactobacillus casei encapsulado bajo condiciones

gastrointestinales simuladas

Se determiné la supervivencia de Lb en jugo gastrico simulado y sales biliares
de manera secuencial, para lo cual se colocé 1 g de microcapsulas preparadas
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recientemente, por triplicado, en tubos conteniendo 9 mL de solucion gastrica
simulada estéril (pH 2.0, acido clorhidrico 0.1 N). Las muestras fueron
incubadas a 37 °C durante 3 h en un bafio de agua con agitacion (Precision 360
Scientific Orbital, West Cortland St., Chicago, IL., EUA) (Hughes y Hoover,
1995) Posteriormente, las microcapsulas se filtraron, enjuagaron con disolucion
salina y se colocaron en tubos conteniendo 9 mL de extracto de bilis de porcino
al 1 % p/v (la concentracibn maxima de sales biliares en el intestino humano es
de 2 %) y pH 6.4. Las muestras se incubaron a 37 °C por 3 h con agitacion
suave (Carteris et al., 1998; Sun y Griffiths, 2000; Madureira et al., 2005). Al
finalizar el periodo de incubacién se determind la viabilidad de Lb por el
procedimiento descrito. Células de Lb sin encapsular en la misma
concentracion, se sometieron de manera directa a las mismas condiciones
gastrointestinales simuladas que las microcapsulas y sirvieron como control
(Mosilhey, 2003). La tasa de supervivencia de Lb libres y encapsulados
después de ser sometidos a condiciones gastrointestinales simuladas, se

determind de acuerdo con lo propuesto por Heidebach et al. (2009).

ufc- g H(t=1t;)
ufc-g=1(t=0)

Tasa de supervivencia (%) = 100

Donde:

ufc g™(t=t): ufc de Lb g * de microcépsulas después de haber sido sometidas a
condiciones gastrointestinales simuladas a diferentes tiempos de incubacion (3
h para condiciones gastricas y 3 h para condiciones biliares en analisis

secuencial).
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ufc g*(t=0): ufc de Lb g * de microcapsulas antes de ser sometidas a

condiciones gastrointestinales simuladas.

4.10. Andlisis de datos

Los experimentos de esta investigacion se realizaron por triplicado, usando un
disefio experimental completamente al azar. Los datos correspondientes a las
caracteristicas de las microcipsulas se sometieron a Analisis de Varianza de
Clasificacion Simple y en los casos pertinentes a pruebas de comparacién de
medias de Tukey. La significancia se establecio en p < 0.05. Para el analisis de
datos se usé el software Statgraphics Plus (Statistical Graphics Corp.,

Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EUA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei

En la Figura 6, se muestran los valores de absorbancia versus tiempo
correspondientes a la determinacion de la cinética de crecimiento de Lb

mediante espectrofotometria.

La variaciébn de los valores de absorbancia con el tiempo mostraron un
comportamiento sigmoidal, pudiendo observarse cuatro etapas de crecimiento:
() latencia o lag (0-3 h), en la que los valores de absorbancia permanecieron
practicamente sin variacion; (i) logaritmica (4-19 h), caracterizada por
incrementos significativos en los valores de absorbancia; (iii) estacionaria (19-
21 h), en la cual en forma similar a la etapa de latencia, los valores de
absorbancia permanecieron sin cambio significativo y (iv) de muerte (22-25 h)
en la que los valores de absorbancia presentaron incrementos despreciables.
Escobar et al. (2010) informaron que en la etapa de muerte de los
microrganismos se observan pequefios incrementos en la absorbancia debidos
a la presencia de fragmentos celulares originados por ruptura. A partir de los
resultados expuestos se establecio como periodo maximo de incubacion de Lb
el de 19 h, correspondiendo este tiempo a la fase de crecimiento logaritmica

tardia.
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Figura 6.Cinetica de crecimiento de Lactobacillus casei por espectrofotometria.

Los datos de las mediciones espectrofotométricas mostraron un ajuste
adecuado (R? = 97.31) al modelo de Gompertz: Este modelo fue el primero
descrito en la ciencia y se considera que es la ecuacidon primaria mas
ampliamente utilizada para describir el crecimiento microbiano en alimentos
bajo condiciones ambientales controladas y definidas. EI modelo de Gompertz
esta basado en una relacion exponencial entre la velocidad de crecimiento

especifico y la densidad de poblacion (Castro et al., 2008):

y =axexp (—exp(—k * (x — xc)))
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Donde: y: absorbancia en un tiempo dado; k: coeficiente de valor constante=1;
a: amplitud en tiempo de la fase estacionaria; xc: representa la pendiente de la
curva y describe la tasa de crecimiento y x: variable independiente tiempo

(Origin Pro 8, 2007).

Los valores obtenidos para los parametros del modelo de Gompertz para Lb
fueron: a = 1.03 que representa el tiempo que dura la fase estacionaria y xc =
0.91; indicando este ultimo valor que la pendiente maxima en la fase

logaritmica, cercana a 1, fue muy elevada.

La determinacion de la cinética de crecimiento mediante el recuento de ufc de
Lb en placa con el tiempo de incubacién dio como resultado la grafica mostrada
en la Figura 7, en la cual pueden apreciarse las diferentes fases de crecimiento
de Lb relacionadas con el nimero de ufc mL™ presentes. Las fases del
crecimiento microbiano identificadas fueron: (a) fase de adaptacion o latencia,
con una duracion de 0-3 h, donde las bacterias se adaptan a las condiciones de
crecimiento; es el periodo en el que las bacterias individuales estan madurando
y no tienen aun la posibilidad de dividirse, durante esta fase del ciclo las
bacterias sintetizan ARN, enzimas y otras moléculas (Castro et al., 2008); (b)
fase de crecimiento logaritmica o exponencial, que comprendié de 3-20 h, la
cual es un periodo caracterizado por la duplicacion celular, el numero de
nuevas bacterias que aparecen por unidad de tiempo es proporcional a la
poblacién actual (Castro et al., 2008); (c) fase estacionaria, en ésta la tasa de

crecimiento disminuye como consecuencia del agotamiento de nutrientes y la
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acumulacion de productos toxicos, esta fase se caracteriza por un valor
constante del nimero de bacterias a medida que la tasa de crecimiento de las
bacterias se iguala con la tasa de muerte bacteriana (Castro et al., 2008); en
este experimento fue muy corta para Lb, con una duracion de 1 h (21-22 h) y (d)
la fase de muerte, donde las bacterias se quedan sin nutrientes y mueren
(Castro et al., 2008); en este estudio inici6 después de las 22 h y se documentd

hasta las 26 h de cultivo.
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Figura 7. Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei por la técnica de

recuento en placa.

Los resultados de esta prueba fueron la base para las siguientes fases de esta

investigacion, debido a que a partir de estos se definié el periodo de incubacion
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tras el cual se cosecho Lb para ser entrampado en las microcapsulas. La mayor
densidad de microorganismos se encontré a las 20 h de cultivo, con 13.91 logio
ufc mL™ (8.11 x 10™ UFC ml™), por lo cual se determiné la hora de cosecha a
las 19 h; tiempo que corresponde a la fase logaritmica tardia. Lo anterior con el
fin de evitar la muerte de los microorganismos durante el proceso de

microencapsulacion (Sheu y Marshall, 1993).

Al comparar las fases de crecimiento obtenidas a partir de las mediciones
espectrofotométricas con aquellas resultantes del conteo de ufc en placa, se
pudo observar que los tiempos en los que se desarroll6 cada una de ellas

fueron similares en ambas pruebas.

5.2. Condiciones de formacion de las microcapsulas

Se ha informado que el tamafio de las microcapsulas influye de manera
importante sobre la supervivencia de los microorganismos probidticos. Sheu et
al. (1993), encontraron que la supervivencia de Lb. Bulgaricus entrampado en
capsulas de alginato adicionadas a postres congelados, fue significativamente
mayor en aquellas capsulas con 30-102 um de diametro, en comparacion con la
observada en capsulas con un diametro de 15 um. Por su parte, Hansen et al.
(2002), establecieron que capsulas de alginato deberian tener un diametro de al
menos 100 um, para prevenir la reduccién en la viabilidad de Bifidobacterium
bajo la accidon de jugos gastricos simulados; pues la viabilidad de las células en

las capsulas de alginato incrementa con un incremento en el tamafo de la
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capsula y la concentracion de los geles (Chandramouli et al., 2004). Hansen et
al. (2002), sugieren un tamafio menor a 100 um de microcipsulas para evitar

un impacto sensorial negativo en alimentos.

Basado en las referencias y en las pruebas preliminares se determind la
obtencion de microcapsulas con un rendimiento mayor al 90 % y un rango de
tamafo entre 100-200 um para no modificar las caracteristicas seforiales del
alimento al que pudieran agregarse. Las condiciones Optimas para la obtencién
de dichas microcapsulas fueron las siguientes:

- Fraccion volumétrica (@) de 0.3

- Velocidad de homogeneizacion 1680 rpm

- 10 min en agitacion para la emulsion a 4 °C

- 40 °C de temperatura durante el proceso de gelaciéon

- 5 min de agitacion durante la gelacion

La variacion de tamafio fue debida a la velocidad de homogenizacion, la
fraccion masica y la composicién de las céapsulas. Heidebach et al (2009),
mencionan que la obtencion de particulas < 100 pm es debido a las
propiedades emulsionantes de las proteinas de la leche. El tamafio éptimo de
las microcapsulas estad comprometido con la efectividad de encapsulacion y
propiedades sensoriales. La granulosidad es una propiedad sensorial cuya
sensacion percibida en la boca es granulosa y esta relacionada con el tamafo
de particula y en algunos alimentos es una caracteristica indeseable. McMaster,

et al. (2005) sugieren un rango 6ptimo de 100 a 200 pum.
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5.3. Tamafo de las microcapsulas

Las soluciones de biopolimeros usadas para el recubrimiento de las MCy 1a,
MCo.10 Y MCo 50, rindieron microcapsulas individuales, exentas de la formacion
de aglomerados de biopolimero, pudiendo asi lavarse después del
recubrimiento sin observarse pérdidas significativas (Figura 8). En contrate,
moléculas de A presentes en la solucion al 0.5 % p/p, usada para la preparacion
de las MCysa, precipitaron inmediatamente al entrar en contacto con los iones
Ca*? contenidos en la solucién de CaCl, utilizada como agente gelante,
formando una masa amorfa de alginato de calcio (Figura 9), la cual dificult6 la
separacion de las microcapsulas MCysa a partir de la solucion de recubrimiento.
Lo anterior, gener6 pérdida importante de microcapsulas, razén por la que el
tratamiento MCpsa se desechd. Se ha informado que a nivel molecular la
precipitacion de A en presencia de iones Ca*? se debe a la formacién de una
unidad dimérica en forma de bucles originada por la interaccion entre los iones
Ca'?y las cadenas de A, el modelo llamado "egg-box", donde los iones Ca*? se
sitian como puentes entre los grupos con carga negativa del acido galurénico,
formandose alginato céalcico con una estructura de gel (Figura 10) (Braccini y

Prez, 2001).
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Figura 8. Fotografia mostrando las microcapsulas MC inmersas en las

soluciones de alginato de sodio o quitosano usadas para su recubrimiento.

Figura 9. Precipitacion de alginato de sodio en la forma de alginato de calcio

durante la preparacion de las microcapsulas MCg sa.
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Figura 10. Representacion de la red que forma el alginato de sodio en presencia

de calcio (modelo "egg-box"). Fuente: Braccini y Prez, 2001.

Los diametros de las microcapsulas correspondientes a los distintos
tratamientos variaron en el rango de 104.83 a 142.20 um (Cuadro 2). Los
diametros de las MCpia Yy MCpiq no difiieron (p > 0.05) del valor
correspondiente a las MC. En contraste, el diametro de las MCysq fue menor
significativamente a aquel de las MC, esto se debié a que el recubrimiento de
MCo50 provoco que las microcapsulas se aglomeraran en menor grado que en
el tratamiento MC, lo cual se observo tanto en el microscopio al determinar
diametro mayor, como después del lavado de las microcédpsulas, pues en el
tratamiento MCy 5o Se observo una consistencia granulosa uniforme y en el MC

se observaron aglomerados.

El tamafio de las microcdpsulas obtenidas es semejante a aquel de 93 um
informado por Heidebach et al. (2009) para microcapsulas de caseina
preparadas mediante un procedimiento muy similar al realizado en este trabajo.

Estos mismos autores mencionaron que el diametro de microcapsulas es una
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caracteristica muy variante, pudiendo encontrarse valores desde 20 hasta 2200

um.

Cuadro 2. Valores medios (+ DE) del diametro de las microcapsulas.

Tratamiento Diametro (um)
MC 142.20 + 35.5°
MCo.1a 125.84 + 33.8 %
MCo.10 121.26 +17.5 %
MCo 50 104.84 + 20.7 @

MC: microcapsulas sin recubrimiento; MCgy1a: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de
alginato; MCg,q: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 9% de quitosano; MCgsg:
microcapsulas con recubrimiento de 0.5 % de quitosano. Diferentes superindices en una

columna indican que las medias son diferentes significativamente (p < 0.05).

El tamafio de las microcapsulas, medido mediante su didmetro, constituye un
factor determinante para la seleccién del tipo de producto alimenticio idéneo al
que pueden incorporarse. Es importante que las microcapsulas presentes en un
alimento no demeriten su calidad sensorial. Esto es, es conveniente que
microcapsulas con diametros menores a 100 um sean incorporadas a alimentos
con tamafo de particula pequefio con la finalidad de que no provoquen
sensacion de granulosidad (Hansen et al., 2002); mientras que microcapsulas
con diametros superiores a 100 um pudieran ser adicionados a alimentos como

el queso, con tamafio de particula relativamente grande.
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El tamafio de las microcapsulas puede disminuirse aplicando procesos de
homogenizacion con equipo especializado; sin embargo, las altas tasas de corte
pueden ocasionar pérdidas en el niumero de células entrampadas (Capela et al.,
2007). En adicion, aumentos en la velocidad de agitacion generalmente son
acompafados de incrementos en la incorporacién de oxigeno; agente dafino
para el desarrollo de Lb, microorganismo anaerobio; en efecto se ha
comprobado que los probioticos se encuentran aglomerados en el centro de las

microcapsulas creando regiones anaerdbicas (Beunik et al., 1989).

5.4. Rendimiento

El contenido de proteina de la DLDLC fue de 10.28 + 0.22 %; considerando que
el 80 % de las proteina total de la leche es caseina y el resto son proteinas del
lactosuero (Fox et al., 2000) y que se partié de unidades experimentales de 70
mL de DCL, la cantidad maxima de proteina gelifcable es de 5.7568 g. Por lo
cual el rendimiento se calculé tomando como 100 % de proteina gelificable

5.7568 g y se obtuvieron los rendimientos medios mostrados en la Cuadro 3.
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Cuadro 3. Valores medios (+ DE) de rendimiento de las microcapsulas.

Tratamiento % Rendimiento
MC 96.20 + 2.7 2
MCo.1a 96.36 + 0.4 2
MCo.10 7487 +12°
MCo 50 95.56 + 6.7 2

MC: microcépsulas sin recubrimiento; MCgy1a: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de
alginato; MCg,q: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 9% de quitosano; MCgsg:
microcapsulas con recubrimiento de 0.5 % de quitosano. Diferentes superindices en una

columna indican que las medias son diferentes significativamente (p < 0.05).

La comparacion de medias de los tratamientos mostr6 que no existen
diferencias significativas (a=0.05) entre los tratamientos MC, MCq 1a Y MCosq, |0
cual es un resultado satisfactorio pues se traduce en que mas del 90 % de la
proteina gelificable (caseina) se conserva en las microcdpsulas y el resto de la
proteina (4-5 %) se perdié en los lavados por ser microcapsulas de tamafio muy

pequefio.

El tratamiento MCq 1o fue el que menor rendimiento mostr6 y estadisticamente
fue diferente al resto de los tratamientos. A partir de estos resultados puede
inferirse que la disolucion de Q al 0.1 % no brindd recubrimiento a las MC, sino
al contrario, las dafod, haciéndolas quebradizas. En efecto, una gran parte de
MCo.10 Se encontraron fracturadas y pequefias fracciones de ellas se perdieron

durante los lavados, reflejandose esto en un menor rendimiento en base a
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proteina gelificable. El fendmeno descrito se atribuye al cambio brusco de pH
gue sufrieron las MC al adicionarles la solucion de Q al 0.1 %, variando el pH de
un valor casi neutro de 6.8 a uno altamente acido de 1.3, correspondiente a la
disolucién de Q, lo cual provocé la insolubilizacién del calcio, la disminucion de

interacciones caseina-caseina y por lo tanto dafio en las MCy 1.

5.5. Microestructura

Cuando las micelas de caseina son sometidas a la accion de la enzima
quimosina, a bajas temperaturas, ocurre la hidrolisis de la k-caseina, pero no
asi la floculacion de las cadenas de caseina y subsecuente formacion de una
estructura proteinica de gel. La posterior elevacion de la temperatura a valores
mayores a 18 °C, induce rapidamente la formacion de la estructura de gel de las
caseinas (Bansal et al., 2007). Es por ello que una caracteristica semejante en
todos los tratamientos fue que las microcapsulas se asemejan a la cuajada de

gueso fresco.

5.5.1. Microcapsulas de caseina sin recubrimiento (MC)

La microestructura de las microcapsulas del tratamiento MC se puede observar
en las figuras 11 y 12. La Figura 11 muestra la micrografia de una MC,
pudiendo observarse que exhibié superficie lisa y compacta, distintiva de las
microcapsulas constituidas por proteinas (Friberg y Larsson, 2007). La

superficie de la microcapsula esta libre de Lb y su apariencia compacta se debe
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a que el proceso de gelacion ocurre del exterior hacia el interior de la

microcapsula.

Al interior (Figura 12), las MC presentaron una estructura relajada y porosa,
pudiendo ademas observarse la presencia de células de Lb, logrando asi la
proteccion de estos microorganismos. La estructura interior es muy semejante a
la de queso fresco puesto que el principio de elaboracion es el mismo, dicha
caracteristica se puede comprobar en estudios previos acerca de la

microestructura del queso (Lobato-Calleros et al., 2008).

ICHMYL

Figura 11. Micrografia MEB de microcapsula del tratamiento MC, ampliaciéon

1800 x.
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Figura 12. . Micrografia MEB de microcédpsula del tratamiento MC, (a) capa
externa, (b) fraccion interna y (c) Lactobacillus casei entrampados, ampliacién

5000 x.

5.5.2. Microcéapsulas con recubrimiento de 0.1 % de alginato (MCq 1)

Las microcapsulas del tratamiento MCy 14 mostraron una superficie compacta y
mas lisa que aquella de las MC (Figura 11), con nula presencia de células de Lb
(Figura 13). La fraccién interna de las MCy 14 fue porosa y relajada al igual que
la correspondiente a las MC, pudiendo observarse la presencia de células de Lb
(Figura 14). Al igual que en el tratamiento MC la estructura interna es semejante

a la de queso fresco.
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Figura 13. Micrografia MEB de microcapsulas del tratamiento MCq ia,

ampliacion 1800 x.

Figura 14. Micrografia MEB de microcépsulas del tratamiento MCq1a , (&) capa
externa, (b) fraccién interna y (c) Lactobacillus casei entrampados, ampliacién

5000 x.
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5.5.3. Microcapsulas recubiertas con 0.1 % de quitosano (MCq.1q)

En las figuras 15 y 16 puede apreciarse que las MCpiq consistieron de
agregados de caseina de distintos tamafios y estructuras amorfas, con
superficie en general lisa, pero con algunas fisuras superficiales. Las diferencias
apreciadas en la morfologia de las MCq 1, en comparacion con la morfologia de
las MC (Figura 11) y MCy1a (Figura 13), son congruentes con la suposicion de
que la elevada acidez de la solucién de Q usada para su preparacion dafié la
estructura de estas microcdpsulas, a través de la insolubilizacién del calcio, la
disminucién de interacciones caseina-caseina y por tanto, la pérdida de la
estructura esférica inicial de las MC. Lo anterior, se reflejo en la disminucion del
tamafio de las MCq 10 (121.26 + 17.49 pm). La estructura débil de las MCop 1 Se
manifesté en dificultad para su manejo por su consistencia quebradiza. La
estructura interna de las MCq 1o fue similar a aquella de las MC, puesto que

estas Ultimas fueron usadas para su recubrimiento con Q (Figura 16).

Figura 15. Micrografia MEB de microcapsulas del tratamiento MCy g,
ampliacion 150 x.
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Figura 16. Micrografia MEB de la capa externa y fraccién interna de

microcapsulas del tratamiento MCy 1, ampliacion 5000 x.

5.5.4. Microcapsulas recubiertas con 0.5 % de quitosano (MCqsg)

Las MCysq (Figura 17) presentaron morfologia esférica al igual que las MC (Fig.
11) y MCosa (Figura 13), con superficie lisa, compacta y sin presencia externa
de Lb. Estos resultados indican que en contraste con el efecto de la solucién de
Q al 0.1 % sobre la estructura de las MCy 10, la disolucion de Q al 0.5 % si
cumplié la funcién de recubrimiento. Lo anterior probablemente debido a la
mayor viscosidad de la solucion de Q al 0.5 % en comparacién aquella de la
solucion de Q al 0.1 % y a su mayor valor de pH (1.7). El aumento en la
concentracion de Q y su mayor viscosidad consecuente pudo favorecer la
formacién del recubrimiento e impedir la migracién del acido al interior de la

microcapsula.
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La fraccion interna de las MCysq (Figura 18) presentd una estructura porosa,
relajada, con una gran semejanza a la estructura de un queso fresco y en este
tratamiento fue donde se observdé la mayor cantidad de células de Lb

entrampadas.

Figura 17. Micrografia MEB de microcapsulas del tratamiento MCqso.

Ampliacion 1800 x.

Figura 18. Micrografia MEB de microcapsulas del tratamiento MCgoso (@)

fraccién interna y (b) Lactobacillus casei entrampados. Ampliacién 10000 x.
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5.6. Eficiencia de encapsulamiento

La eficiencia de entrampamiento de las microcapsulas en todos los tratamientos
se determin6 después de 1 d de su elaboracion. Los resultados del analisis
varianza con a = 0.05 dieron como resultado un R?= 98.78 y un CV de 0.50, lo
cual refleja que los datos se ajustaron correctamente al modelo y los factores de

error fueron controlados adecuadamente.

Las MCy.1a exhibieron la eficiencia de encapsulamiento de Lb mas elevada (p <
0.05) (104.05 %, 2.82 x 10™ ufc mL™) partiendo de una carga celular del CC de
8.41 x 10' ufc mL™ (Cuadro 4). El valor de eficiencia de encapsulamiento
mayor al 100 % pudo deberse a dos factores principalmente, siendo el primero
el hecho de que las bacterias se cosecharon en fase logaritmica tardia, por lo
cual su crecimiento continla. El segundo factor puede atribuirse al efecto
prebidtico reconocido para A. La suma de estos dos factores pudo provocar que
la carga celular de las microcapsulas aumentara y por lo tanto el rendimiento
fuese mayor al 100 %. Resultados similares han sido informados por Heidebach
et al. (2009) al encapsular Lactobacillus paracasei spp. paracasei F19 y
Bifidobacterium lactis Bb12 en microcapsulas de proteina de leche gelada,
estos autores encontraron eficiencias de encapsulamiento que variaron de 85-
125 % y 102-128 % y concluyeron que estos porcentajes no se refieren a

pérdida ni ganancia de ufc, solo son valores estables cercanos al 100%.
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Cuadro 4. Valores medios (x DE) de eficiencia de encapsulamiento de

Lactobacillus casei libre.

Codigo de Eficiencia de Carga celular
microcapsula entrampamiento (%) (ufc mL™)
MC 99.03+0.2° 6.31 x 10**
MCo.1a 104.05 + 0.0 © 2.82 x 103
MCo.10 96.71+0.9° 3.23 x 10*?
MCo.sq 96.08 + 0.0 ® 2.62 x 10*?

MC: microcapsulas sin recubrimiento; MCgy1a: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de
alginato; MCg,q: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 9% de quitosano; MCgsq:
microcapsulas con recubrimiento de 0.5 % de quitosano. Diferentes superindices en una

columna indican que las medias son diferentes significativamente (p < 0.05).

Las eficiencias de entrampamiento de Lb de las MCp1g ¥ MCosq no fueron
diferentes estadisticamente (p > 0.05), pero fueron menores (p < 0.05) a
aquellas observadas en MC y MCgia (Cuadro 4). La menor eficiencia de
entrampamiento por MCo 10 Y MCoso pudo estar relacionada con la accion del
acido acético usado para la disolucion del Q, sobre los microrganismos que se

encontraban en la periferia de las microcapsulas.

Las MC presentaron una eficiencia de entrampamiento intermedia a aquellas de
las MCop1a Y las MCo10 Y MCosq, l0 que significa que las microcapsulas sin
recubrimiento por si solas tienen un alto grado de entrampamiento de Lb y que

efectivamente la menor eficiencia de entrampamiento de las MC recubiertas con
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Q se debido a la accion dafina por parte del acido acético usado para la

disolucién de Q sobre las microcapsulas.

5.7. Supervivencia de Lactobacillus casei encapsulado a condiciones

gastrointestinales simuladas

La proteccion conferida a Lb ante condiciones gastrointestinales simuladas a
través de su entrampamiento fue diferente de acuerdo a la naturaleza y a la
concentracion de los biopolimeros usados como recubrimiento. El andlisis de
varianza de los datos de supervivencia de Lb sometido a condiciones gastricas
simuladas (HCI, pH 2), dio como resultado una R* = 99.37 y un CV de 8.68, lo
gue significa que los datos se ajustaron adecuadamente al modelo y que los
factores de error se controlaron adecuadamente. Los resultados de la
supervivencia de Lb al ser sometido a condiciones géstricas simuladas (HCI, pH
2) se muestran en el Cuadro 5, pudiendo observarse que dicha supervivencia

varié de 6.50 % (microrganismos libres) a 73.43 % (MCosa).

La supervivencia de células de Lb libres fue menor significativamente a aquellas
de células de Lb entrampadas (Cuadro 5), resultado esperado debido al
contacto directo de las células de Lb con el HCI. Por su parte la proteccion que
brindaron MC, MCop.1a ¥ MCop.1g a Lb contra la accion del HCI fue similar (p >
0.05), pero menor significativamente a aquella proporcionada por las MCg se.
Asi, la mayor supervivencia de Lb bajo condiciones gastricas se presento

cuando sus células fueron entrampadas en MCqsq, con un valor 73.43 % (1.92
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x 10* ufc mL™), lo cual significa apenas una disminucién de 0.135 log. Este
resultado comparado con otros estudios como Heidebach et al. (2009) que al
encapsular Lactobacillus paracasei spp. paracasei F19 y Bifidobacterium lactis
Bb12 en microcapsulas de proteina de leche gelada enzimatica, presento una
disminuciéon de 0.8 log y 2.8 log (después de condiciones gastricas),
respectivamente, y Chavarri et al. (2010) que al encapsular Lactobacillus
gasseri y Bifidobacterium bifidum en microcapsulas de alginato-quitosano,
presento una diminucion de 0.8 log y 0.23, respectivamente; por lo cual se
concluye que los resultados obtenidos son adecuados para usar las

microcapsulas MCpsq como un vehiculo de microorganismos probidticos.

Cuadro 5. Valores medios (+ DE) de supervivencia de Lactobacillus casei libre y

encapsulado sometido a condiciones gastricas simuladas.

Cédigo de Supervivencia® Supervivencia®
microcapsula (%) (%)
Lb libres 6.50 +0.0° 012 +0.0°2
MC 22.28 +3.1 5 18.03 +2°¢
MCo.1a 31.27+0.1° 19.90 + 0.4 °
MCo.10 16.57 + 4.9 °° 12.33+0.1°
MCosq 73.43+0.4° 65.72 + 1.8 ¢

*: Supervivencia de Lactobacillus casei sometido a condiciones géstricas simuladas (HCI, pH 2);
z Supervivencia de Lactobacillus casei después de su exposicion secuencial a condiciones
gastrointestinales simuladas (HCI, pH 2 y 0.1 % p/v de extracto de bilis porcino).

MC: microcépsulas sin recubrimiento; MCgy1a: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de
alginato; MCg,q: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de quitosano; MCgsq:
microcapsulas con recubrimiento de 0.5 % de quitosano. Diferentes superindices en una
columna indican que las medias son diferentes significativamente (p < 0.05).
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Los resultados obtenidos muestran que la proteccion brindada por la matriz de
caseina a las células de Lb contra la accion del HCI, fue incrementada
sensiblemente mediante el recubrimiento de las MC usando una solucion de Q
al 0.5 %. Lo anterior, debido probablemente a que el Q es un biopolimero
cationico que contiene humerosos grupos amino en su estructura, los cuales le
confieren estabilidad a este biopolimero en medios acidos y permite que su
degradacion se desarrolle hasta el colon, por accién de la microflora presente

en este sitio (Chavarri et al., 2010).
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Figura 19. Supervivencia de Lactobacillus casei libre (CL) y entrampado
después de su exposicibn secuencial a condiciones gastrointestinales

simuladas (HCI, pH 2 y 0.1 % p/v de extracto de bilis porcino). MC: microcapsulas

sin recubrimiento; MCq14: microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de alginato; MCg1q:
microcapsulas con recubrimiento de 0.1 % de quitosano; MCgsq: Mmicrocapsulas con

recubrimiento de 0.5 % de quitosano.
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Los resultados de supervivencia de Lb después de haber sido expuesto
secuencialmente a condiciones gastrointestinales simuladas (HCI, pH 2y 0.1 %
p/v de extracto de bilis porcino) pueden observarse en la Figura 19, pudiendo

apreciarse diferencias entre los tratamientos.

El analisis de varianza arrojé como resultado una R>=99.81 y un CV=5.94 %, lo
gue significa que los datos se ajustaron adecuadamente al modelo y que los

factores de error se controlaron adecuadamente.

Los valores de los porcentajes de supervivencia de Lb después de su
exposicion secuencial a condiciones gastrointestinales simuladas, asi como
aguellos correspondientes a las pruebas de comparacion de medias se
presentan en el cuadro 5. Como se esperaba, las células libres de Lb fueron las
gue presentaron el menor porcentaje de supervivencia bajo condiciones
gastrointestinales simuladas, alcanzando apenas un valor de 0.12 % (Cuadro
5). Adicionalmente se observd que células de Lb entrampadas en MC y MCg 1a
presentaron una supervivencia estadisticamente igual (p > 0.05), por lo cual se
puede concluir que el recubrimiento con A no confiri6 mayor proteccién a Lb
ante condiciones gastrointestinales simuladas, en comparacion con la
proporcionada por MC sin recubrir. Por su parte la proteccién proporcionada a
Lb por parte de las MCy 1o fue menor que aquella brindada por el resto de las
microcapsulas, posiblemente debido a las deficiencias en su estructura ya
sefialadas. En contraste, las MCysq confirieron la mayor proteccion a Lb ante

condiciones gastrointestinales simuladas, de manera similar a lo observado bajo
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condiciones gastricas simuladas, con una supervivencia de 65.72 % (1.72 x
10% ufc mL™), lo que equivale a una disminucién de apenas 0.18 log. Al
comparar estos resultados con lo informado por Heidebach et al. (2009) para
Lactobacillus paracasei y Bifidobacterium lactis entrampados en caseina
gelada, con disminuciones de 0.8 y 2.8 log de carga celular, respectivamente,
después de ser sometidos a condiciones gastrointestinales simuladas, puede
concluirse que el recubrimiento de las MC usando una solucién de Q al 0.5 %
mejor0 las caracteristicas de proteccion de las microcapsulas. Asi, la carga
celular de Lb en las MC present6 una disminucion de 0.75 log, muy semejante a
lo antes mencionado para Lactobacillus paracasei, mientras que al adicionar el

recubrimiento la diminucién fue de 0.18 log.

Pimentel et al. (2009) informaron una supervivencia de 89 % en Lactobacillus
rhamnosus entrampado en emulsiones dobles, después de ser sometidas a
condiciones gastrointestinales simuladas (pH 2.3 y sales biliares 0.3 % durante
2 y 24 h, respectivamente). Chavarri et al. (2010), observaron una
supervivencia de L. gasseri y B. bifidum entrampados en microcipsulas de
alginato-quitosano, mayores al 90 % después de ser sometidos a condiciones
gastrointestinales simuladas (pH 2.0, 2 h y 3%, 2 h de sales biliares). Las
diferencias en la supervivencia se atribuyen al microorganismo y los métodos

de proteccion.
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6. CONCLUSIONES

Se entrampd Lactobacillus casei en microcapsulas de caseina gelada
enzimaticamente (MC) con y sin recubrimiento a base de quitosano (Q) o
alginato de sodio (A), obteniéndose eficiencias de entrampamiento que variaron

de 96.08 a 104.05 %.

El diametro y el porcentaje de rendimiento de las microcapsulas fueron
afectados por el tipo y la concentracion de biopolimero en la solucién usada
para su recubrimiento. Asi el diametro vario de 104.8 pm (MCoysq, recubierta
con una solucién de Q al 0.5 %) a 142.20 um (MC, microcapsulas de caseina
sin recubrimiento), y el porcentaje de rendimiento estuvo en el rango de 74.8 %

(MCollQ) a 96.36 % (MCO.lA)-

La morfologia de la microcapsulas fue esférica con superficie lisa y homogénea,
a excepcion de las MCy1q, las cuales presentaron la forma de agregados
amorfos de particulas de caseina gelada enzimaticamente, con fisuras en su
superficie. La microestructura interna de todas las microcapsulas fue semejante
a la de la cuajada de un queso fresco, pudiendo observarse la presencia de

células de Lactobacillus casei.

66



La proteccién brindada por las microcapsulas a Lactobacillus casei contra
condiciones gastrointestinales simuladas vari6 de acuerdo al tipo vy
concentracion del biopolimero usado para su recubrimiento. Las microcapsulas
recubiertas con una solucién de Q al 0.5 % (MCpso) confirieron la mayor
proteccion, obteniéndose porcentajes de supervivencia de 73.43 % después de
Su exposicion a condiciones gastricas simuladas y de 65.72 % después de su
exposicion secuencial a condiciones gastricas simuladas y a la accién de sales

biliares.
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