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RESUMEN

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades
adecuadas confieren un beneficio a la salud del huésped, siendo uno de estos
microorganismos Lactobacillus rhamnosus (Reid ycol., 2003). Sin embargo, muchos
estudios muestran que los probidticos tienen una baja viabilidad en productos lacteos,
durante su almacenamiento y bajo condiciones gastrointestinales simuladas (Rao y col.,

1989).

El uso de métodos de encapsulamiento empleando hidrocoloides como materiales de pared
ha aumentado recientemente en la industria alimentaria, ya que mediante la
microencapsulacion se puede brindar proteccion a los microorganismos probioticos. La
microencapsulacion por extrusion es uno de los métodos mas usados por su alta simplicidad
y bajo costo; comunmente se utilizan mezclas de alginato de sodio con un exceso de iones
Ca’™", lo que conlleva a la gelificacion total del alginato, produciéndose cépsulas
completamente geladas con didmetros entre 1-4 mm y de textura rigida, lo que genera
cierto grado de rechazo por parte de los consumidores. Para evitar esto, se busco controlar
la gelacion del alginato de sodio mediante el uso de un secuestrador. Los secuestradores
forman complejos quelados con iones metalicos polivalentes, en este caso con los iones
Ca"". Aqui utilizamos citrato de sodio, con el cual se limito la reaccion entre el alginato de
sodio y los iones Ca'", siendo posible el obtener capsulas de centro liquido esféricas, con

un didmetro promedio de 1.88+0.42mm.

Se desarrollaron varias formulaciones que proporcionaron capsulas de centro liquido, pero
para este trabajo se eligio el tratamiento que brindo la capsula con el menor diametro y
maximo centro liquido, de manera que se pudiera maximizar el numero de células de Lb.
rhamnosus a ser entrampadas. Resultdo ser aquella donde se utilizaron las siguientes
concentraciones: 1.0% p/v alginato de calcio, 0.08% p/v cloruro de calcio y 0.02% p/v

de sodio. Las capsulas de centro liquido resultantes tuvieron 1.37+£0.25 mm de didmetro y

un grosor de pared 0.27+ 0.1 mm.
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Lb. rhamnosus fue cultivado en caldo MRS, cosechado en la fase exponencial tardia de su
crecimiento (11.34 log;o ufc ml™) y entrampado en capsulas de centro liquido. La viabilidad
de las células fue evaluada a través del proceso de encapsulamiento, durante el
almacenamiento, y en condiciones gastrointestinales simuladas de manera secuencial,
primero a pH 2.3 con acido clorhidrico (HCl) y luego en la presencia de sales biliares de
porcino al 0.3% p/v, comparando los resultados con aquellos obtenidos de céapsulas de
centro sélido y con un control usando bacterias libres. También se evaluaron las

caracteristicas texturales de las capsulas mediante un analisis de perfil de textura.

En las capsulas de centro liquido el proceso de encapsulamiento provocd una disminucion
en la viabilidad de una concentracion inicial de 11.34 logjo ufc g a una concentracién de
8.54 logo ufc g'; mientras que en almacenamiento (evaluado por 25 dias), produjo una
disminucion de células, que sin embargo, estuvo por arriba de la concentraciéon minima de
ingesta recomendada (6 logyo ufc g'). En condiciones gastrointestinales simuladas (pH
acido y sales biliares de porcino), la viabilidad de Lb. rhamnosus disminuy6 de un nimero

inicial de células de 8.54 log;o ufc g'1 a una concentracion final de células de 7 log 1o ufc g'l.

Las capsulas de centro liquido tuvieron una dureza significativamente menor, pero una
cohesividad significativamente mayor, que las capsulas de centro solido. Estos dos
parametros texturales parecen estar intimamente ligados a la percepcion sensorial de los
microencapsulados por parte de los consumidores. Una menor dureza y una mayor
cohesividad resultan en una mejor aceptacion. Una microstructura mas relajada y abierta

contribuy6 a una menor dureza de los microencapsulados

Se concluyd que es posible obtener céapsulas de centro liquido que protegen al
microorganismo durante el proceso de encapsulacion y bajo condiciones gastointestinales
simuladas, pero una proteccion superior durante el almacenamiento que las microcépsulas

de centro solido.
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ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that when administered in adequate quantities may
confer a health benefit to the host. Lactobacillus rhamnosus is considered a probiotic
microorganism (Reid y col., 2003). Nevertheless, many studies show that probiotics
possess low viability in dairy products, during storage, and under simulated gastrointestinal

conditions (Rao, 1989).

The use of encapsulation methods using hydrocolloids as wall materials has increased in
recent years in the food industry, seeking to protect the probiotic microorganisms.
Microencapsulation by extrusion is one of the most widely used techniques because of its
simplicity and low cost. Commonly mixtures of sodium alginate with an excess of Ca++
ions are used, so that a complete gelation of the hydrocolloid is achieved, resulting in the
formation of solid beads that display diameters between1-4 mm and exhibit a rigid texture,
usually causing a certain degree of rejection by the consumers. The use of sequestrants has
been proposed, in order to remedy this. Sequestrants form chelate complexes with
polyvalent metal ions, in this case Ca™" ions. In this work sodium citrate was employed and
the reaction between the sodium alginate and Ca"" ions was controlled, and liquid center

spherical capsules with an average diameter of 1.88+0.42mm were obtained.

Several formulations were developed that provided capsules with liquid center, but the
results reported were obtained with the treatment that produced the capsule with the
smallest diameter, but with the larger liquid center was, so as to maximize the number of
entrapped. This formulation was: sodium alginate 1.0 % p/v, chloride of calcium 0.08 %
p/v and sodium citrate 0.02 % p/v, which yielded liquid center capsules with a diameter of

1.3740.25 mm and wall thickness 0.27 £ 0.1 mm.

Lb. rhamnosus was gown in MRS culture, harvested in the exponential late growth phase
(11.34 logyo ufc ml™), and entrapped in liquid center capsules. Cells viability was evaluated
through the microencapsulation process, during storage, and under sequential simulated
gastrointestinal conditions, first at pH 2.3 with chloridic acid, and afterwards, in the

presence of pork biliar salts at 0.3 % w/v. These results were compared to the viability

3
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results obtained with solid center capsules and with a control of free cells. The textural

characteristics of the beads was also evaluated using Texture Profile Analysis.

In the liquid center capsules, the encapsulation process produced a viability decrease in the
liquid center capsules of initial concentration of 11.34 log;o ufc g™ at final concentration of
8.54 log)o ufc g, while during the 25 days storage period viability was significantly
decreased, but the viable cells count was above the recommended minimum intake
concentration (6.0 logo ufc g'). Under simulated gastrointestinal conditions the initial

number of cells decreased from 8.54 log;o ufc g™ to a final cell count of 7 logo ufc g

The textural properties of the liquid center capsules had a significantly lower hardness, but
significantly higher cohesiveness, than the solid center capsules. Both of these textural
characteristics seem to be closely related to the sensory perception by consumers. A lower
hardness and higher cohesiveness usually result in a better acceptance. A more relaxed and

open structure contributed to a lower hardness in the capsules.

It was concluded that the liquid center capsules offer the microorganism a protection during
the microencapsulation process and when subjected to simulated gastrointestinal

conditions, but better protection during storage, than the solid center capsules.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el enfoque de la nutricion estd experimentando un cambio, por lo que la
prioridad en investigacion hoy en dia se ubica en la relacion entre la alimentacion y las
enfermedades cronicas degenerativas no transmisibles. Los consumidores estan cada vez
mas conscientes de su autocuidado y buscan en el mercado aquellos productos que
contribuyan a su salud y bienestar pues reciben abundante informacion acerca de las
propiedades de los alimentos, en especial de aquellos alimentos que ejercen una accidén
benéfica sobre algunos procesos fisiologicos y/o reducen el riesgo de padecer ciertas
enfermedades. Estos alimentos, que promueven la salud, han sido denominados alimentos
funcionales. Son alimentos con la caracteristica particular de que algunos de sus
componentes afectan las funciones del organismo de manera especifica y positiva,
promoviendo un efecto fisiolégico mas alld de su valor nutritivo tradicional (Diplock y

col., 1999).

Entre los alimentos funcionales se encuentran aquellos productos adicionados con
microorganismos probioticos. Los productos adicionados con microorganismos probioticos
son considerados como alimentos funcionales, los microorganismos probidticos se definen
como “microorganismos vivos los cuales, cuando son administrados en cantidades
adecuadas confieren un beneficio a la salud del huésped” (Reid y col., 2003). Uno de estos
microorganismos es Lb. rhamnosus que es una bacteria anaerobia facultativa,
heterofermentativa que produce dacido lactico y etanol bajo condiciones anaerobias
(Narayanan y col., 2004), cuya evidencia permite afirmar que actia como agente probiotico
debido a sus mecanismos de inhibicioén del crecimiento y adhesion de patdogenos a nivel
intestinal (McCracken y Gaskins, 1999). Sin embargo, el numero de bacterias viables
disminuye durante el procesamiento y debido a condiciones de almacenamiento del
alimento que las contiene, asi mismo después de su ingesta a través del paso
gastrointestinal (GI) debido a la accion de jugos géstricos y sales biliares. Para solucionar

esta situacion, algunas técnicas de proteccion se han utilizado, la microencapsulaciéon ha
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sido reconocida como una alternativa para aumentar la resistencia del microorganismo a
ambientes acidos, durante su almacenaje y al transitar por la extension GI (Anal y Singh,

2007).

La microencapsulacion es un proceso en que las células se retienen dentro de una matriz o
membrana semipermeable, con un diametro que varia entre micras y milimetros. Para su
elaboracion se emplean algunos polimeros de calidad alimenticia como los alginatos
(Krasaekoopt y col., 2003). Los beneficios asociados a la microencapsulaciéon son
proteccion de las células contra bacteriofagos (Steenson y col., 1987), incremento de la
sobrevivencia (Sung, 1997), aumento del tiempo de vida de anaquel y estabilidad durante el

almacenamiento (Kebary y col., 1998).

La extrusion es una de las técnicas de microencapsulacion aplicadas a probidticos e
incrementa la sobrevivencia de bacterias probidticas en un 80-95%, ademas es un método
facil, simple y de bajo costo (Kebary y col., 1998). El material de soporte usado para la
extrusion es el alginato de sodio (Alg-Na). Para elaborar las cépsulas, las células se
mezclan con una dispersion de Alg-Na, y la mezcla se gotea en una disolucion
endurecedora de cationes multivalentes (normalmente en forma de cloruro de calcio, CaCl,)

formando un gel unido idnicamente, alginato de calcio (Alg-Ca).

Mezclas de alginato hidratado con iones de calcio son de rapida gelificacion al momento de
formar capsulas con microorganismos en su interior, una herramienta para controlar la
reaccion del alginato/calcio, se da mediante agentes secuestrantes. El secuestro de iones es
un fenémeno en que la precipitacion de un cation metalico se impide por la formacion de
un complejo del cation-secuestrador. El Citrato de sodio se ha usado tradicionalmente en la
industria alimenticia para secuestrar eficazmente iones de Calcio y permite el control
exitoso de la gelacion de Alg-Na en Alg-Ca, permitiendo durante el encapsulamiento la

formacion de capsulas de centro liquido (Irani y Callis, 1962).

Las céapsulas obtenidas al controlar la gelacion del Alg-Na en Alg-Ca cambiaran las
propiedades texturales del producto que los contenga, por lo que es necesaria la medicion
objetiva de estas propiedades a través de pruebas mecanicas como lo es el andlisis de perfil

de textura (APT). Estas caracteristicas surgen del arreglo macro y microestructural de sus
6
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componentes, este arreglo estd relacionado con la deformacion, la desintegracion y el flujo
del material bajo una fuerza, y se miden objetivamente a través de funciones de masa,

tiempo y distancia (Lobato y col., 2000).

En base a lo anterior este trabajo propone controlar la gelacion del alginato mediante la
adicion de un secuestrador de iones calcio para la elaboracion de capsulas de alginato de
centro liquido que mantengan la viabilidad de Lb. rhamnosus, durante su almacenamiento,
lo protejan en condiciones gastrointestinales simuladas y mejoren sus caracteristicas

texturales comparadas con capsulas de centro sélido.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Microorganismos probioticos

El consumo de probioticos se remonta a miles de afos atras y los trabajos de Metchnikoff,
fueron la primera prueba de la habilidad de los lactobacilos de transformar lactosa en acido
lactico, y que dicha acidez mantendria un ambiente hostil para las bacterias patdgenas, y
que los beneficios del consumo de los mismos se veia reflejado en la longevidad de las
personas que consumian estos lactobacilos en leches fermentadas (Metchnikoft, E., 1908).
Con estos antecedentes los probidticos fueron definidos por Fuller (1992) como
microorganismos vivos que cuando son ingeridos tienen efectos benéficos. Por otra parte,
han sido definidos como "microorganismos vivos que transitan en el tracto gastrointestinal
y generan beneficios a la salud del consumidor” (Tannock y col, 2000). Estas definiciones
coinciden en que las bacterias probidticas deben estar vivas para conferir beneficios a la

salud (Kailasapathy y Chin, 2000).

Recientemente los probidticos por consenso internacional, han sido definidos como
“microorganismos vivos los cuales, cuando son administrados en cantidades adecuadas
confieren un beneficio a la salud del huésped” (Reid y col., 2003). Los principales
microorganismos probidticos usados comunmente son los pertenecientes al género de
Lactobacillus 'y Bifidobacteriu, otro microorganismo identificado como probidtico es
Sacharomyces boularddi 1a nica levadura probidtica (Tamime y col., 2005). Sin embargo,
las bacterias acido lacticas son las mas comunmente usadas como probioticos.

Es asi como, algunas bacterias 4acido lacticas del género de los Lactobacillus son
consideradas probioticas y también son las iniciadoras mas comunes de la fermentacion ya

que crecen naturalmente en la leche, ademas durante las ultimas dos décadas y debido a los
beneficios recibidos, las bacterias probioticas son cada vez mas incluidas en yogures y
leches fermentadas. Las bacterias acido lacticas son microorganismos gram-positivos, no
esporulados, anaerobios facultativos o aerotolerantes, acido tolerantes y estrictamente
fermentativos, siendo el acido lactico el principal producto de la fermentacion de los

azucares (Axelsson, 1998).
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Un microorganismo probiotico debe poseer algunas caracteristicas, entre ellas es que deben
ser capaces de llegar vivos a su sitio de accidn, es decir, deben sobrevivir a través del tracto
gastrointestinal (tolerancia a la acidez del estdémago y sales biliares durante su paso por el
tracto GI) (Mattila-Sandholm, 1999; Gardiner y col., 2002).

Los microorganismos probidticos también deben ser capaces de llegar vivos a su sitio de
accion, ser capaces de colonizar la mucosa intestinal, deben carecer de patogenicidad y
toxicidad, y ser resistentes a antibioticos. Algunos aspectos funcionales incluyen la
immunomodulacion (modular la respuesta inmune del hospedero), propiedades
antagonistas a través de la exclusion competitiva y propiedades antimutagénicas (van der
Wielen y col., 2002). Algunos aspectos tecnologicos que se deben considerar de un
microorganismo probidtico son: que proporcione buenas propiedades sensoriales,
resistencia a fagos, viabilidad durante el procesamiento y estabilidad durante el

almacenamiento (Morgensen y Friis, 1997).

2.2 Beneficios a la salud asociados al consumo de probioticos

Es importante mencionar que los beneficios que el consumo de probidticos brindan,
dependen en primer lugar de que éstos sean sumamente viables en el producto donde se
incluiran, que sobrevivan durante su procesamiento y en condiciones de almacenamiento,
en segundo lugar éstos se deben ingerir en las cantidades adecuadas alcanzando el namero
adecuado de microorganismos que permitan ejercer resistencia sobre otros
microorganismos patogenos, este equilibrio se logra mediante la generacion de sustancias
antimicrobianas como 4cido lactico y otros 4acidos, metabolitos como perdxido de

hidrogeno y diacetilo, entre otros (Tamime y col., 1995).

Varios son los efectos benéficos atribuidos a las bacterias probioticas, se listan a

continuacion:
e Modulacion de la flora intestinal

e Modulacion de la respuesta inmune
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e Disminucion de la actividad enzimatica fecal

e Alivio del estrefiimiento

e Incremento en el contenido fecal de acidos grasos.

e Reduccion, prevencion y tratamiento de varias enfermedades asociadas a la diarrea:
Diarrea asociada al consumo de antibidticos
Diarrea infecciosa (diarrea aguda viral, la diarrea del viajero)

e Tratamiento y prevencion de las alergias

e Efectos positivos sobre el cancer cervical (Saarela y col., 2000).

Por desgracia debido a las condiciones sumamente acidas del estdbmago y sales biliares en
el intestino delgado, el alcanzar el nimero de células adecuado para llegar al equilibrio
antes mencionado representa un gran problema. En Japon, se ha desarrollado un estandar en
el cuél se requiere un minimo de 10’ unidades formadoras de colonias (ufc) por gramo
viables presentes en productos lacteos (Robinson, 1987), mientras que en algunos paises
latinoamericanos se establecio un contenido minimo de 10° ufc g de bifidobacterias para
leches fermentadas (Pagano, 1998), y de 10° ufc g de bacterias probidticas en yogur

sugerido por Kurman y Rasic (1991).

2.3 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria anaerobia facultativa, heterofermentativa que
produce acido lactico y etanol bajo condiciones anaerobias (Narayanan y col., 2004).
Armuzzi y col. (2001), en un estudio para la erradicacion de la infeccion causada por
Helicobacter pylori, causante de la gastritis cronica y del incremento de los riesgos de la
ulcera péptica y cancer gastrico, encontraron que el uso de Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) como terapia probidtica en conjunto con un tratamiento de erradicacion a partir de
antibidticos, redujo la inflamacion, disturbios de sabor y diarrea. Lb. rhamnosus muestra

una actividad protectora contra infecciones asociadas a Escherichia coli, por su efecto

10



Jazmin Gabriela Reyes Ocampo ANTECEDENTES

inhibitorio contra la colonizacioén de esta cepa entero-toxica (cepa O157:H7), demostrando
que el numero de células de E. coli se redujo, debido a las moléculas secretadas en el
medio por la bacteria probiotica, que le confieren una accion sinergista del acido lactico y

sustancias proteinicas producidas por Lb. rhamnosus (Myllyluoma y col., 2005).

Algunos reportes han mostrado que Lb. rhamnosus es un agente probidtico para el
tratamiento y prevencion de infecciones urogenitales en mujeres, mediante mecanismos de
inhibicion del crecimiento y adhesion de patogenos, dando evidencia de inmunomodulacion

por probioticos (McCracken y Gaskins, 1999; Reid, 1999; Reid,2001).

2.4 Vehiculos para el consumo de microorganismos probioticos

Durante las Ultimas dos décadas han surgido los llamados alimentos funcionales,
considerados como aquellos que, ademas de aportar los nutrientes recomendados, ejercen
efectos benéficos sobre una o mas funciones del organismo, fomentan la salud y reducen el
riesgo a contraer enfermedades (Functional Food Science in Europe, 1998). Japén fue el
primer pais en introducir en el etiquetado de sus productos el término de ‘“alimento
funcional” a finales de la década de 1980, y en estos momentos sus productos representan

el 50% del mercado mundial (Stanton y col., 2001).

Los alimentos adicionados con microorganismos probidticos constituyen uno de los
subgrupos mas destacados dentro de los alimentos funcionales. Las principales bacterias
probidticas Lb. acidophilus y Bifidobacterium spp. han sido tradicionalmente utilizadas en
diversas fermentaciones alimentarias. Hoy en dia, los yogures y leches fermentadas
constituyen los principales vehiculos para el aporte de probioticos, ya que, ademas de las
propiedades funcionales de las bacterias inoculadas, estos alimentos tienen gran aceptacion

en los distintos sectores de la poblacion y son faciles de digerir.

Los probidticos han sido incorporados en diferentes alimentos para su comercializacion, los

mas comunes son los productos lacteos como yogures (Picot y Lacroix, 2004), leche

11
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pasteurizada, formulas lacteas (Tamime y col., 1995), y quesos (Godward y Kailasapathy,
2003), pero ademas se comercializan los suplementos dietéticos o preparaciones

farmacéuticas liofilizadas (ver Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos probidticos adicionados a derivados lacteos

Cepa probiotica Tipo de producto Nombre comercial  Pais
Lactobacillus johnsonii  Bebida probidtica, yogur Chamyto, Nestlé Suiza
Lactobacillus Yogur bebible, queso fresco  SanCor Europa
acidophilus Nestlé

Streptococcus Yogur dietético, bebida LCI1, Nestlé América
thermophilus probidtica Yoplait

Lactobacillus casei Bebida probidtica Yakult Japon
Shirota

Lactobacillus reuteri Queso fresco Bioqueso Ilolay Vita Espafia
Bifidus essensis Yogur bebible Bio-Fibra Europa
Bifidus BB y BL Leche en polvo para bebés Nestum, Nestlé

Lactobacillus lactis L1A  Yogur Essum AB Suecia

Holzapfel y col. 2001, Shah, 2007.

Sin embargo el numero de bacterias viables disminuye durante el procesamiento y debido a
las condiciones de almacenaje del alimento que las contiene; ademads tienen poca tolerancia
a la exposicion a ambientes sumamente acidos y aireados (Muthukumarasamy, y col.,

2006),

2.5 Condiciones gastrointestinales y sobrevivencia de probioticos

El aparato digestivo se extiende desde la boca hasta el ano, su funcion consiste en recibir
los alimentos, fraccionarlos en sus nutrientes (digestion), absorber dichos nutrientes hacia

el flujo sanguineo y eliminar del organismo los restos no digeribles de los alimentos.
12
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En el estomago los alimentos que tienen contenido proteinico se digieren mediante la
secrecion de aproximadamente 2.5 1 de jugos géastricos al dia donde el pH se encuentra
entre 1.5 a 3.5, esta condicidn representa un importante mecanismo de defensa. De acuerdo
a algunos estudios sobre el efecto del pH géstrico reportan que los microorganismos se
enfrentan a estrés por alta acidez a pH entre 1 y 2 por 3 h (Carteris, y col., 1998, Fernandez,

y col., 2003).

En el intestino delgado se lleva a cabo la digestion enzimética y la absorcion de nutrientes,
los factores mas importantes que influyen sobre la viabilidad de microorganismos
probioticos son la motilidad intestinal y el efecto inhibitorio de las sales biliares. Las sales
biliares son una compleja solucién acuosa de componentes organicos es inorganicos
secretados por el higado. La resistencia a esta condicion es uno de los criterios principales
para la seleccion de microorganismo probidticos, cada especie tiene variaciones respecto a

la tolerancia a sales biliares (Gopal, y col., 2001)

Después de la ingestion de bacterias probidticas a través del paso GI la viabilidad de los
microorganismos disminuye debido a la accién de jugos gastricos, enzimas digestivas y
sales biliares del intestino delgado por lo tanto, se demerita su funcionalidad al no
proporcionar la concentracion de microorganismos minima recomendada (Anal y Singh,

2007).

2.6 Métodos de encapsulamiento de microorganismos probioticos en hidrocoloides

Una alternativa para mantener la viabilidad de los probidticos en su paso por el tracto
intestinal y durante el almacenamiento, es la inmovilizacién de las bacterias en una matriz
protectora o también llamada microencapsulacion. La microencapsulacion es un proceso en
que las células se retienen dentro de una matriz o membrana, donde una microcapsula
consiste en una membrana semipermeable, esférica, ligera, y fuerte que rodea un centro
solido/liquido, con un didmetro que varia entre micras a milimetros. Para su elaboracion
con estas tecnologias se emplean algunos biopolimeros de calidad alimenticia como el
alginato, el quitosano, la carboximetilcelulosa, carragenina, grenetina y pectina

principalmente (Krasaekoopt y col., 2003).
13
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La proteccion de probidticos por encapsulamiento en hidrocoloides ha sido estudiada para
mejorar la viabilidad en productos alimenticios. Y se ha propuesto para procesos
fermentativos lacteos, ademds la inclusion de células por microencapsulacion otorga
beneficios adicionales: proteccion de las células dentro de las cépsulas contra bacteridfagos
(Steenson y col., 1987), incremento de la sobrevivencia durante la liofilizacion y
congelamiento (Sung, 1997), aumento del tiempo de vida de anaquel y estabilidad durante

el almacenamiento (Kebary y col., 1998).

La eleccion de la técnica de encapsulacion aplicadas a probidticos dependeran de factores
como: simplicidad, tamafio de la particula y costo (Tabla 2). Por ello, son clasificadas en
dos grupos, dependiendo del método usado para formar las capsulas: extrusion (método de
goteo) y técnicas de emulsionamiento, ambos incrementan la sobrevivencia de bacterias

probidticas de un 80-95% (Kebary y col., 1998).

Tabla 2. Caracteristicas de algunos métodos de encapsulacion de probidticos

Método Extrusion Emulsionamiento Secado por Aspersion
Simplicidad Alta Baja Baja
Costo Bajo Alto Alto
Sobrevivencia de
80-95% 80-95% <70%
microorganismos
Tamarfo de capsula 2-5 mm 25um-2mm 10pum

Kebary, 1998; Krasaekoopt, 2003.

2.7  Encapsulamiento por la técnica de extrusion

La extrusién es la forma mas vieja y comun utilizada para formar capsulas utilizando
hidrocoloides (King, 1995). Este método es muy popular debido a que es facil, simple, de
bajo costo, que garantiza alta retencion de células viables. EI material de soporte usado para
la extrusion es el Alg-Na que es un heteropolisacarido de acido D-mannurdnico y L-

gulurénico extraido de varias especies de algas (Draget, 2000). Las propiedades funcionales
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del Alg-Na estan fuertemente relacionadas con la composicion y secuencia de acido L-
gulurénico y D-mannurénico. Cationes divalentes como el Ca’ se unen preferencialmente
por el polimero de 4cido L-gulurdnico. La longitud del polimero de acido D-mannurdénico
es su mayor rasgo estructural y contribuye a la formacion de un gel (Hoefler, 2004,

Krasaekoopt, y col. 2004).

Para formar las cépsulas, las células se mezclan en una dispersion con Alg-Na, y la mezcla
se gotea en una disolucion endurecedora de cationes divalentes (normalmente en forma de
cloruro de calcio, CaCl,). Las gotas forman las esferas de gel instantdneamente,
entrampando las células en una red tridimensional de Alg-Ca unido idnicamente. Las
concentraciones de Alg-Na para formar el gel varian; Jankowski y col. (1997) usaron una
concentracion de 0.6% p/v para formar un gel con 0.3 M CaCl,. Otros autores usan
concentraciones de alginato de 1-2% y 0.05-1.5 M CaCl,. El tamafio de las capsulas es
aproximadamente 2-5mm de didmetro. El tamafio y esfericidad de la capsula dependen
principalmente de la viscosidad de la dispersion del Alg-Na y la distancia entre la jeringa y
la disolucion colectora de CaCl,. Conforme aumenta la concentracion y la viscosidad del
Alg-Na, el tamafio de las capsulas disminuye. El didmetro de orificio de la jeringa es otro
factor importante que regula el tamafio de la gota (Smidsred y Skjak-Braek, 1990). La
composicion del alginato también influye en el tamaiio de la cuenta; capsulas pequefias son

el resultado de alginatos con baja proporcion de acido guluronico (Martinsen y col., 1989).

2.8 Agentes secuestrantes

Mezclas de alginato hidratado con iones de calcio son de muy rapida gelificacion, lo
equivalente a mezclar dos liquidos para una consolidaciéon epoxi. Las variables que
permiten regular la reaccion gelacion de Alg-Na en presencia de iones Ca’ son: agentes
secuestrantes, temperatura, proporciones de solubilidad de las sales de Ca, pH y varias

combinaciones de estas variables son los medios de control mas usados.
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Polifosfato de sodio y citrato de sodio se han usado tradicionalmente en la industria
alimenticia para secuestrar eficazmente iones de calcio y de magnesio. El secuestramiento
es un fendmeno en que la precipitacion de un cation metalico se impide por la formacion de
un complejo del cation-secuestrador (Irani y Callis, 1962). Segun Van Waser y Callis
(1958), la cantidad de Ca"" necesaria para producir la gelacién de alginato se relaciona
directamente con la solubilidad y longitud de la cadena del secuestrador de fosfato usado.
Asi, en este caso la cantidad de Ca™" necesaria para formar el precipitado anidénico apenas

discernible, es dependiente del equilibrio de dos reacciones competitivas:

Ca'"" + alginato Na «> alginato de Ca

Ca"™ + citrato-Na«< citrato de Ca

El control exitoso durante el tiempo de la reaccion es uno de las ventajas de la técnica de

secuestramiento de iones.

2.9 Propiedades texturales.

Las propiedades texturales de un material, son un grupo de caracteristicas fisicas que
surgen del arreglo macro y microestructural de sus componentes, este arreglo esta
relacionado con la deformacion, la desintegracion y el flujo del material bajo una fuerza, y
se miden objetivamente a través de funciones de masa, tiempo y distancia (Lobato y col.,

2000).

a) Atributos geométricos son aquellos relacionados con la forma o la orientacion de las
particulas del alimento, como por ejemplo: granulosidad, cristalinidad, porosidad y
fibrosidad, entre otros.

b) Atributos de composicion aparentemente indican la presencia de algiin componente
del alimento, como serian la humedad, la grasosidad, harinosidad, etc (Anzaldua,
1994).

c) Atributos mecanicos son aquellos que indican el comportamiento mecéanico del

alimento ante la deformacién, y pueden a su vez, dividirse en primarios y

16



Jazmin Gabriela Reyes Ocampo ANTECEDENTES

secundarios: Los primarios son los que se correlacionan con una propiedad
mecanica tal como la fuerza, deformacién o energia, mientras que los secundarios

son el resultado de la combinacion de caracteristicas primarias.

2.9.1 Caracteristicas primarias

e Dureza: Fuerza necesaria para alcanzar una deformacion determinada.

e Cohesividad: Grado maximo de deformacion de un material antes de romperse.

e Viscosidad: Resistencia de un liquido a fluir cuando se aplica una fuerza.

e Elasticidad: Proporcion a la que un material deformado regresa a su condicion inicial
después de retirar la fuerza deformante.

o Adhesividad: Trabajo necesario para vencer las fuerzas de atraccion entre la
superficie del alimento y la superficie de los otros materiales con el que el alimento

entre en contacto.

2.9.2 Caracteristicas secundarias

* Fracturabilidad: Fuerza con la cual se fractura un material. Relacionada con los
parametros de dureza y cohesividad.

= Masticabilidad: Energia requerida para masticar un alimento hasta que esté listo
para ser deglutido (como una combinacion de dureza, cohesividad y elasticidad).

= Gomosidad: Energia requerida para desintegrar un alimento semisélido a un estado
listo para deglutirlo (como una combinacion de alta adhesividad y baja dureza)

(Szczesniak, 1998)

2.10 Meétodos de medicion instrumental de textura

La importancia de las pruebas sensoriales radica directamente de los consumidores; sin
embargo, su aplicacion requiere del entrenamiento de un panel de jueces, y representa un costo
elevado (Porkony y col., 1984). Por el contrario, la determinacion instrumental de las
caracteristicas texturales de los alimentos, es de caracter objetivo y presenta ventajas tales

como reproducibilidad por la obtencion de datos con dimensiones fisicas concretas, capacidad
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de medicion y determinacion solamente de las caracteristicas texturales del alimento

(Aguilera y Stanley, 1990).

La medicion instrumental de la textura fue propuesta para superar los inconvenientes y
limitantes de la evaluacion sensorial (Anzaldua, 1994). El equipo para analizar textura es
un instrumento multifuncional, como es el caso del texturometro TA-XT2i. Aparato de alta
sensibilidad que genera resultados reproducibles (Ramirez, 2002). El analizador de textura
TA-XT2i comprende un brazo vertical movible, en el cual se coloca una celda de carga con
un rango de medicion de hasta 5 k, y una resolucion de = 0.1 g. La velocidad de prueba se
define en un rango de 0.1 a 10 mm s™'. Durante el procedimiento, pueden determinarse la

longitud de la trayectoria y la velocidad de compresion (Cordes y col., 1994).

2.11 Analisis de perfil de textura (APT)

El Analisis instrumental de Perfil de Textura (APT) es un analisis ampliamente utilizado,
debido a que a partir de curvas de fuerza-tiempo se obtienen ocho caracteristicas texturales,
cinco primarias y tres calculadas o secundarias, que han mostrado buena correlacion con los
atributos sensoriales de textura respectivos, esto es posible porque en el APT se imitan las
condiciones a las que se somete al alimento durante su ingestion, donde una muestra de

alimento es sometida a compresion en dos ciclos consecutivos (Bourne, 2002).

El APT efectuado con el texturometro, arroja una curva fuerza-tiempo donde se observa
que la fuerza aumenta hasta que ocurre un rompimiento en la estructura del material que
esta siendo analizado, marcado por una caida en la magnitud de la fuerza (ver Fig.1). La

altura de este pico representa la fracturabilidad (F1).

El rompimiento del material continlia con un incremento de fuerza, hasta que termina una
primera compresion y comienza el retorno. La méaxima altura de esta parte de la curva
corresponde a la dureza (F2) de la muestra. Con el retorno, la fuerza disminuye a cero y
aparece una fuerza de tension originada por la adhesividad (A3), hasta que la placa superior

se desprende de la muestra y la fuerza llega nuevamente a cero. A partir de este punto
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comienza el segundo ciclo de compresion. La primera seccion transcurre a fuerza cero
porque el producto no se recupera totalmente, cuando la placa entra en contacto por
segunda vez con el alimento, la fuerza se eleva de nuevo en una curva continua hasta que el

recorrido se completa y comienza de nuevo el retorno.

La recuperacion entre el primero y el segundo ciclo es una medida de la elasticidad
(L2/LT). La cohesividad es la relacion de las areas de trabajo efectuado por la méquina en
el segundo y en el primer ciclo (cohesividad = A2A1-1). La gomosidad es igual a la dureza
por la cohesividad, y es una funcion de fuerza (gomosidad = (F2) A2A1-1). Masticabilidad
es igual a la dureza por la cohesividad por la elasticidad y es una funcion de trabajo

(masticabilidad = (F2)(A2A1-1) (elasticidad) (Szczesniak, 1998).

Fracturabilidad aza
F1 F? l/}ureza
Al
A2
A3
Adhesiadad
- L1 v K/ L2 Thiigi

Fig. 1 Curva Fuerza-Tiempo del APT. Fuente: Bourne, 2002
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3. JUSTIFICACION

El incremento de enfermedades gastrointestinales por factores como una mala alimentacion,
tratamientos con antibidticos y estrés debido a la vida sedentaria actual, ha llevado a la
investigacion biotecnologica a profundizar en el estudio de medios y procesos que permitan
mejorar y aumentar la flora microbiana en los seres humanos. Las bacterias probioticas han
mostrado tener un efecto benéfico en la reduccion de las enfermedades de tipo
gastrointestinal interviniendo por ejemplo en la reduccion de problemas como intolerancia
a la lactosa e incluso estan relacionadas con la estimulacion del sistema inmunologico. Sin
embargo, la mayoria de los alimentos incorporados con probioticos tienen problemas para
mantener la cantidad minima recomendada de microorganismos en un alimento (log;o ufc g’
1, para ejercer eficazmente su funcion en el organismo. Uno de los procesos cuyo objetivo
es permitir la sobrevivencia de estos microorganismos es la encapsulacion de bacterias
probidticas para que mediante el consumo de estos encapsulados se contribuya a la salud,

mejorando la digestion y aumentando la microflora natural.

En la industria alimentaria se utilizan diversos métodos de encapsulamiento como es el
método de extrusion; sin embargo las capsulas producidas presentan la desventaja de que
son rigidas lo que las hace perceptibles por los consumidores. Por lo se propone encapsular
a Lb. rhamnosus por el método de extrusion para obtener capsulas de centro liquido
mediante el uso de un secuestrador de iones Ca'', de manera que permita mantener su
viabilidad durante el almacenamiento, asegurar que el microorganismo sobreviva a través
del tracto digestivo para que lleguen viables hasta su sitio de accion (el colon) y que el
centro liquido confiera caracteristicas texturales deseables para su aceptacion sensorial por

los consumidores.
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4. OBJETIVOS

4.1

Objetivo general

Obtener capsulas de alginato de centro liquido que mantengan la viabilidad de Lb.
rhamnosus, durante su almacenamiento, lo protejan en condiciones
gastrointestinales simuladas y mejoren sus caracteristicas texturales comparadas

con capsulas de centro sélido.

4.2 Objetivos particulares

Establecer las concentraciones adecuadas de Alg-Na, CaCl, y Cit-Na para crear

capsulas de centro liquido.

Evaluar la viabilidad de Lb. rhamnosus encapsulado en cépsulas de centro liquido

durante el almacenamiento.

Evaluar la viabilidad de Lb. rhamnosus encapsulado al someterlo a condiciones

gastrointestinales simuladas.

Evaluar las propiedades texturales de las capsulas de centro liquido.
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5. HIPOTESIS

La elaboracién de capsulas de alginato de centro liquido, permitira mantener la viabilidad
de Lactobacillus rhamnosus durante el almacenamiento y protegerlo bajo condiciones
gastrointestinales simuladas; presentando caracteristicas texturales diferentes a las capsulas

de alginato de centro solido.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Elaboracion de capsulas de alginato por el método de extrusion modificado

Se elaboraron capsulas de alginato de calcio de centro liquido (Alg-Ca) mediante la adicion
de un secuestrador de iones (citrato de sodio, Cit-Na 99.93% de pureza, J.T. Baker); por el
método de extrusion modificado basados en Krasaekoopt y col. (2003) vy
Muthukumarasamy y col. (2006). A temperatura ambiente se hizo gotear una dispersion
acuosa de alginato de sodio (Alg-Na, 60.5% dacido guluronico, Grindsted, Danisco)
pasteurizado a 63°C durante 30 min, en volimenes de 50 ml (usando una bomba peristaltica
Cole-Parmer, Di=1 mm, Flujo aprox. 3 ml/min), dentro de 100 ml de disolucién de cloruro
de calcio (CaCl,, 91% pureza, J.T. Baker), agitada a velocidad constante de 100 rpm,
colocada en un matraz kitasato con una inclinacion de 45°.

Las capsulas se elaboraron manteniendo fija la concentracion de 1% p/v de Alg-Na y
variando las concentraciones CaCl, y la concentracion de Cit-Na (Jankowski y col., 1997),

de acuerdo a los tratamientos que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos para la elaboracion de capsulas de alginato de centro liquido.

Tratamiento CaCl; (% p/v) Cit-Na (% p/v)
1 0.02 0.2
2 0.02 04
3 0.02 0.6
4 0.05 0.2
5 0.05 0.4
6 0.05 0.6
7 0.08 0.2
8 0.08 0.4
9 0.08 0.6
10 0.1 0.2
11 0.1 04
12 0.1 0.6
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Las cépsulas obtenidas fueron filtradas (en malla de acero inoxidable de 0.19 mm de
didmetro), lavadas con solucion fisiologica de cloruro de sodio 0.08% p/v estéril, a 20°C
por 3 min , después fueron sumergidas en una dispersion 0.3% p/v de Alg-Na durante 5
min, una vez transcurrido este tiempo las capsulas fueron filtradas y lavadas con solucion
fisiologica, después almacenadas en solucion fisiologica a 4°C £+ 0.5°C durante 12 h
después de este tiempo se procedid a caracterizar las cdpsulas como se describe en el

apartado siguiente.

6.2 Caracterizacion de las capsulas de centro liquido obtenidas.

Para determinar el tamafio, morfologia y grosor de pared de las cépsulas, se midi6 el
diametro de veinte capsulas por medio de un micrétomo (Starrett, No. 436-1 IN, México)
después de 1 dia de elaboradas para cada tratamiento y se calculd el didmetro medio y la
desviacion estandar.

Se observo la forma de las capsulas cortadas por la mitad sumergidas en metanol (99.8% de
pureza, J.T. Baker) por 3 min para endurecer la pared de la capsula, en un microscopio
optico con contraste de fases Olimpus BX45 (Olympus Optical Co. LTD, Japoén) y se
tomaron microfotografias de las capsulas de forma aleatoria a una amplificacion de 4x con
una camara digital Camedia C-3030 (Olympus Optical Co. LTD, Japén). Estas se
analizaron con el software Motic Images Plus, 2.0, (Motic China Group Co., Ltd.), se
determiné el grosor de pared tomando 3 puntos del didmetro exterior e interior donde la
diferencia de ellas denominado para este fin “grosor de pared” se reportd. Los resultados
para los parametros fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS 15.0 (SPSS

Inc. an IBM Company, Chicago Illinois, 2006).

6.3 Condiciones de cultivo de Lb. rhamnosus en caldo MRS: obtencion de la curva
de crecimiento.

Se determind la curva de crecimiento de Lb. rhamnosus proporcionado en forma liofilizada
por HOLDBAC™ (DANISCO, Niebiill, Alemania). El cultivo se activo hidratando con 1%
p/v de indculo usando como medio de cultivo caldo de Man, Rogosa y Sharpe (de Man y

col. 1960), BD DIFCO Beton Dickinson and Company Sparks, EUA) (55g/L) estéril
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(121°C, 15min),y fue incubado a 37+2° C en una estufa de incubacioén (Blue M., Electric
Company, Illinois, EUA) por 36 horas sin agitacion y sin control de pH (Song y col., 2003,
Sandoval-Castilla y col.,, 2009). El microorganismo se subcultivd en las mismas
condiciones usando 1% v/v de inoculo (200 pl) de solucion proveniente de la primera
activacion en 20 ml de caldo MRS fresco, para obtener los parametros cinéticos del
microorganismo, con la finalidad de localizar la etapa final de la fase logaritmica para
cosechar las células y encapsular. Ademas se midi6 el pH durante la cinética (Pimentel-

Gonzélez, 2009). Todos lo experimentos se realizaron por duplicado

Los datos experimentales obtenidos de la curva de crecimiento se analizaron mediante el
software GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) ajustandose a al

modelo de Gompertz descrito por la siguiente ecuacion:

Donde: Ny, niimero inicial de microorganismos; C, diferencia entre concentracion inicial y

final de microorganismos; W, velocidad especifica de crecimiento; A, fase de latencia.

6.4 Obtencion de células de Lb. rhamnosus a microencapsular.

Las bacterias fueron cosechadas durante la fase exponencial tardia y centrifugadas a 15000
rpm por 10 min en una centrifuga minispin plus (Eppendorf Centrifuge Type 22331,
Eppendorf AG, Hamburg, Alemania). El sobrenadante fue desechado y las células
concentradas fueron diluidas en 5 ml de caldo MRS fresco y estéril, obteniendo una
concentracion celular de 11.34 log;o ufc ml’l, de acuerdo al método descrito por Pimentel-

Gonzalez y col., (2009).

6.5 Encapsulacion de Lb. rhamnosus por el método de extrusion modificado.

Se prepararon las cépsulas con 1% v/v de indculo con el método de extrusion modificado

descrito anteriormente en el punto 6.1 a partir de dispersiones pasteurizadas de 1% p/v de
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Alg-Na y 0.08 % p/v CaCl,, tanto en capsulas geladas completamente, denominadas como
capsulas de centro solido y en las capsulas elaboradas adicionando a la formulacion anterior

0.02% p/v de Cit-Na, denominadas capsulas de centro liquido.

6.6 Efecto del proceso de encapsulamiento de Lb. rhamnosus.

Se realiz6 conteo en placa de ufc usando agar MRS en 3 etapas del proceso de
encapsulamiento para verificar si existe diferencia en el numero de ufc inicial y final
durante la elaboracion de las cdpsulas. Tomando muestras de la dispersion de Alg-Na con
el concentrado celular antes de extruir, después del bombeo, y al final de los lavados a las
capsulas elaboradas. Todas las placas fueron incubadas a 35+2°C durante 48 h, realizando
el conteo de las colonias formadas en cada caso (Ravula y Shah, 1998; Corcoran y col.,

2004)

6.7 Eficiencia de encapsulacion.
La eficiencia del entrampamiento se expresa como el porcentaje de células viables
entrampadas por la técnica de extrusion. Este parametro fue calculado mediante la siguiente

ecuacion:
Eficiencia de entrampamiento= A/B X 100

Donde, A=ufc de Lb. rhamnosus g'de capsulas y B= ufc de Lb rhamnosus g'de la

dispersion del biopolimero antes del encapsulamiento (Reid, 2005).

6.8 Enumeracion de Lb. rhamnosus entrampado en capsulas de alginato de centro
liquido.

Un gramo de cépsula se sumergid en una solucién de Cit-Na al 0.5% p/v por 1 min,

inmediatamente después de sumergir en ésta solucion se trituraron en un mortero estéril

para liberar las células de Lb. rhamnosus; se agregaron 9 ml de agua peptonada al 1 % p/v

con peptona (DIBICO S.A. de C.V., México) y a partir de esta dilucion se hicieron

diluciones decimales necesarias para hacer el recuento de ufc de Lb.rhamnosus en placa
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con agar MRS, a 35+£2° C durante 48 h de incubacion. Los experimentos fueron hechos por

duplicado.

6.9 Evaluacion de la viabilidad de Lb. rhamnosus encapsulado durante el
almacenamiento

Después de 1 dia de preparadas, 10g de capsulas por cada 50 ml de solucién fisioldgica de
cada tratamiento se almacenaron en envases estériles, junto con un control de bacterias
libres por 5 repeticiones, a condiciones de refrigeracion (4° C) su viabilidad fue
determinada por 25 dias en intervalos de 5 dias. Las capsulas fueron removidas de la
solucion via filtracion, se realizdé la enumeracion de células viables como se menciond

anteriormente en la seccion 6.7.

6.10 Sobrevivencia de Lb. rhamnosus en condiciones gastrointestinales simuladas.

6.10.1 Enumeracidén de Lb. rhamnosus en pH acido.

Se prepard una solucion 0.1% p/v de agua peptonada acidificada con HCI 0.1N de, cuyo pH
se ajusto a 2.3, se esteriliz6 (121°C por 15 min).

Colocando por separado 1 g de capsulas de cada tratamiento en 10 ml de la solucion de
agua peptonada acidificada durante 2h incubadas a 37°C con agitacion de 100 rpm (Hughes

y Hoover, 1995) y posteriormente se cuantifico viabilidad.

6.10.2 Enumeracion de Lb. rhamnosus en sales biliares de porcino.
Para evaluar la tolerancia a sales biliares, las capsulas sometidas a pH 4cido se decantaron

de la solucion de agua peptonada acidificada, 1 g de estds capsulas fueron colocadas en 10
ml de una solucion estéril de caldo MRS con 0.3 % p/v de sales biliares de porcino (B8631,
Sigma—Aldrich Chemical Co., St. Louis, Missour) para cada tratamiento, durante 24 horas

incubadas a 37°C con agitacion de 100 rpm (Diaz-Rojas y col., 2004).

Al final se efectuaron muestreos de las capsulas en cada proceso es decir des pues someter

las capsulas a pH acido como en sales biliares, de las capsulas decantadas se tomo 1 g de
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capsulas y a estas se les realizo el conteo de células viables en agar MRS como se describe
en la seccion 6.7. Todos los tratamientos: capsulas de centro liquido y capsulas de centro
solido, incluyendo el control de bacterias libres, fueron sometidos a las mismas condiciones

y realizados por duplicado (Sheu y Marshall, 1993).

6.11 Propiedades texturales: Analisis de perfil de textura instrumental (APT).

Las capsulas se sometieron a un andlisis de perfil de textura (Bourne, 2002) aplicando una
doble compresion en un texturometro TA-XT2i (Stable Micro Systems, Texture
Technologies Corp., White Plains, New York) equipado con una sonda cilindrica de
aluminio de 35 mm de diametro, con una celda de carga de 25 k. Cada medicién se realiz6d
a 30 g de céapsulas contenidas en una caja petri, aplicando dos ciclos de compresion de
30%, a una velocidad de prueba de 0.5 mm s, a temperatura ambiente (20 % 2 °C) por
triplicado. A partir de las curvas de fuerza-tiempo se determinaron las caracteristicas
texturales de: dureza, cohesividad, elasticidad, y masticabilidad para cada tratamiento

(Artignan y col., 1997).

6.12 Microestructura de las capsulas de centro liquido con Lb. rhamnosus
entrampado.

La microestructura de las capsulas se observo mediante microscopia electronica de barrido
(MEB).

Las muestras de cada tratamiento de cédpsulas, después de ser partidas por la mitad; se
montaron en soportes de aluminio y se cubrieron con una capa fina de barniz de plata, se
utilizé un microscopio electronico (JEOL Scanning Electron Microscope JMS-035, Jeol
Ltd., Akishima, Japon), operado en condiciones de bajo vacio a 20 KV wusando

amplificaciones de 200X.

Por otra parte se tomaron muestras de capsulas que se fijaron en una disolucion de
glutaraldehido al 2% v/v en solucién amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.2) durante 6

h; se deshidrataron en disoluciones de etanol de concentraciones crecientes (50, 60, 70, 80,
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90 y 100% v/v) permaneciendo 30 min en cada una y se colocaron en acetona por 1 h.
Posteriormente las muestras fueron cortadas por la mitad y secadas a punto critico en un
CPA 1I Technics Critical Point Dryer (Tousimis, Rockville, MD, EUA); se montaron en
soportes de aluminio y se cubrieron con una capa fina de oro en un Fine Coat Ion Sputter
JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japon). Y observadas al microscopio electronico operado a
condiciones de alto vacio y 20 KV, se us6 para observar cada muestra amplificaciones de

5000X (Sandoval-Castilla y col., 2009).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Elaboracion de capsulas de centro liquido.

Se obtuvieron capsulas sin bacterias de Alg-Ca esferoidales con un didmetro exterior
promedio de 1.88 + 0.42mm, Diaz-Rojas, y col. (2004) reportan que la gelaciéon con
alginato sin presencia de otro biopolimero contribuye a la formacion de capsulas mas
esféricas pues la interaccion entre el calcio y la proporcion de acido gulurénico presente es
mayor, comparado con céapsulas elaboradas con mezclas de alginato y pectina que pierden
su esfericidad, debido a que la estabilidad mecanica de la red de Alg-Ca es menor, ya que el
mecanismo de gelificacion del Alg-Na se lleva a cabo entre grupos carboxilos con las
valencias primarias y grupos carboxilos con valencias secundarias. Grant y col. (1973)
proponen que existe una cavidad que actia como un sitio de unién para Ca™ entre dos
residuos del acido gulurénico que contiene el alginato, produciendo una estructura
tridimensional. En esta estructura el calcio interactiia con los grupos carboxilo y con los
atomos de oxigeno de los grupos hidroxilo. Después de la gelificacion las moléculas de

agua son fisicamente atrapadas en la matriz de alginato.

En la Tabla 4, se muestran los resultados obtenidos al calcular el diametro y grosor de

pared de las capsulas.
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Tabla 4. Diametro promedio y grosor de pared de capsulas de centro liquido

T CaCl, Cit-Na diametro promedio grosor de pared
ratamiento
(%p/v) (% p/v) (mm) (mm)
1 0.02 0.2 SFC SFC
2 0.02 0.4 SFC SFC
3 0.02 0.6 SFC SFC
4 0.05 0.2 1.72+0.17° 0.44+ 0.02°
5 0.05 0.4 1.45+ 0.05™P 0.49+ 0.04%¢
6 0.05 0.6 1.54+ 0.02° 0.37+0.2°
7 0.08 0.2 1.37+ 0.25% 0.27+0.01*
8 0.08 0.4 1.90+ 0.004 0.53+0.11%¢
9 0.08 0.6 1.79+0.11%4 0.69+ 0.09°
10 0.1 0.2 2.39+0.19¢ 0.70+ 0.08f
11 0.1 0.4 2.37+ 0.20¢ 0.73+ 0.02f
12 0.1 0.6 2.44+0.13¢ 0.94+ 0.04f

Superindices iguales indican que pertenecen al mismo grupo y no difieren significativamente, de
acuerdo a la prueba de Tukey (p=0.05).

SFC= sin formacion de capsula.

En los tratamientos 1, 2 y 3 no se formaron capsulas, esto fue debido a que estructuralmente
la cantidad de calcio comparada con la cantidad de Alg-Na presente es notoriamente menor,
por lo que a concentraciones menores de 0.035% p/v de CaCl, la mezcla se comporta como
un gel tixotrdpico, los fluidos con esta caracteristica muestran una forma estable en estado
de reposo y se tornan fluidos al ser agitados, por encima de esos niveles de CaCl, se forman

geles rigidos o precipitados (Bennett, 1989).

Ademas de que la gelacion del Alg-Na en Alg-Ca estd directamente relacionada con la

cantidad de iones Ca"" disponibles y con la cantidad de secuestrador cationico (Cit-Na) que
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limita la gelacion secuestrando parte del ion Ca™ es asi que se busca el equilibrio de dos
reacciones en competencia:

Ca"™ + Cit-Na < Cit-Ca

Ca™ + Alg-Na < Alg-Ca

Cuando se adiciono el agente secuestrante, la gelacion del Alg-Na con el calcio se efectiio
lentamente, debido a que el calcio presente no esta totalmente disponible para formar Alg-
Ca, por ello en los tratamientos que no fueron estables, el gel que estaba en formacion no
era aun lo suficientemente fuerte para resistir la baja agitacion (Monshipouri y Price 1995).
Las propiedades mecanicas y las fuerzas ionicas durante la elaboracion de las cépsulas en
presencia del agente secuestrante son controladas por ambas reacciones en busca del
equilibrio, por lo cual las uniones con alginato al formarse la pared de las capsulas se dan
en un arreglo estructural uniforme (Monshipouri y Price, 1995) formandose una pared

estable de gel homogéneo y rigido.

De tal forma que se verifico si existian diferencias significativas en el grosor de pared entre
tratamientos, observando que el tratamiento que tiene el menor grosor de pared promedio se
obtuvo en el tratamiento formulado con 1% Alg-Na, 0.08% p/v CaCl, y 0.2% de Cit-Na
con un grosor de pared promedio de 0.27 mm. Esto se decidi6 debido a que el
encapsulamiento por si mismo puede causar tension extra y presiones fisicas a las células.
Por ejemplo, Stewart y Robertson (1989) estudiaron el encapsulamiento en alginato de
células de Escherichia coli y observaron que cuando las células fueron estresadas
fisicamente, la porosidad de la capsula disminuyo, la forma de células se distorsiono, el
tamafio celular se redujo y se dio la pérdida de agua de las células encapsuladas debido a la
compresion generada por el entrampamiento. También, con el tiempo se reduce

considerablemente la porosidad de las capsulas (Cassidy y col., 1996).

Considerando las limitaciones del método de extrusion respecto al tamafio de las cépsulas

que se obtienen se determino si existen diferencias significativas entre los tratamientos
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respecto al diametro de las capsulas, ubicando este tratamiento seleccionado dentro de los

tratamientos con menor tamafio de cépsula, con una significancia de p=0.05.

El tamafio de las capsulas es ademas un factor importante en cuanto a sobrevivencia de
probioticos; por ejemplo, en un estudio donde se evaltio la viabilidad de Lactobacillus
bulgaricus en capsulas de Alg-Ca que tenian un intervalo de tamafio entre 30 a 102 pum,
concluyeron que un didmetro de 30 um era deseable, porque cdpsulas mas grandes causan
la aspereza de textura en el producto que los contiene, pero que cépsulas pequefias no

proporcionaron la proteccion suficiente para las bacterias (Adhikari y col., 2003).

Por otra parte, Hansen y col. (2002), encontraron que las capsulas de alginato deben tener
un didmetro de al menos 100 pm para prevenir una reduccion de la viabilidad de
Bifidobacterium en jugos gastricos simulados. Por lo tanto, los microorganismos
probioticos deben ser atrapados dentro de una gama limitada de tamafios para su
incorporacion en alimentos y reducir al minimo problemas asociados con la viabilidad de
célula y la textura de alimentos. Muthukumarasamy y col. (2006) encontraron que cépsulas
de alginato con un diametro entre 2 a 4 mm hechas por la técnica de extrusion son capaces
de proteger mejor a Lactobacillus reuteri que cépsulas mas pequenas elaboradas por el
método de emulsionamiento (200-1000 pm). Lee y Heo (2000) encontraron que
Bifidobacterium longum después de ser sometido a condiciones GI simuladas tiene una
viabilidad directamente proporcional al tamafio de la capsula en intervalos de didmetro

entre 1 a 2.6 mm.

Asi, las céapsulas de centro liquido obtenidas parecen ser lo suficientemente grandes para
alcanzar una buena carga celular (1.37+0.25 mm de diametro exterior), pero no son
suficientemente pequefias para ser impercetibles. Anal y Singh (2007), mencionan que
capsulas pequenas limitan a tener baja viabilidad; y cuando se producen cépsulas grandes,
las propiedades texturales sensoriales de productos alimenticios a los que son afiadidos

pueden ser afectados negativamente. Sin embargo el centro liquido presente en el
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tratamiento seleccionado confiere caracteristicas texturales que pueden mejorar la
aceptabilidad de las capsulas por el consumidor con respecto a las cépsulas de centro

s6lido.

Un factor importante a considerar son las modificaciones realizadas al método de extrusion
de Krasaekoopt y col. (2003) y de Muthukumarasamy y col. (2006) que se describen en la
seccion 7.1, ya que el método tradicional considera solamente gotear la dispersion de Alg-
Na en CaCl, y decantar las capsulas obtenidas. Si bien como ya se menciond se observaron
los efectos que provoca la adicion de Cit-Na, pero un factor importante a considerar al final
de la extrusion son la adicion al método de lavados a las cépsulas en solucion fisioldgica
después de filtrar y al final ya que con estos permitieron eliminar los Ca™" presentes en las
capsulas, mientras que el Alg-Na al 0.3% p/v hizo reaccionar el calcio que aun pudiese
encontrarse en la superficie de las cépsulas. Con estos lavados se aseguro que el centro

liquido de las capsulas se mantiene a través del tiempo.

7.2  Cinética de crecimiento de Lb. rhamnosus.

A partir del cultivo de Lb rhamnosus activado y crecido en caldo MRS (concentracion
inicial, 3.3 logjp ufc ml"') se obtuvo la cinética de crecimiento microbiano, donde se
observa la acidificacion del medio, causando la variacion del pH de 6.4+0.1 a 3.7+0.1 (Fig.

3).
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Fig. 2 Cinética de crecimiento de Lb. rhamnosus.

Obteniendo los pardmetros cinéticos ajustados al modelo de Gompertz (ver tabla 5), similar

a una curva sigmoidal que describe el crecimiento bacteriano.

Tabla 5.Parametros cinéticos de la cinética de crecimiento de Lb. rhamnosus

Parametros de ajuste Caldo MRS
No (log;p ufc mI™") 3.442
C (logjo ufc ml™) 8.219
n (™) 0.4868
A (h) 6.346
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R? 0.989

Asi, se cosecharon las células al final de la fase exponencial aproximadamente a las 28h
con una concentracion de células de 11.34 log;o ufc ml” para incluirlas en las capsulas del

tratamiento con Alg-Na 1% p/v, CaCl,0.08% p/v y Cit-Na 0.2% p/v seleccionado.

7.3  Efecto del proceso de encapsulamiento en la viabilidad de Lb. rhamnosus

Se evaluo la viabilidad durante el proceso de encapsulamiento esquematizado en la Fig. 4

1 )
!

— s -y O] ., G @

alginato 0.3%

Lavar con agua

@ y . ) . 3 desfilada 3min

Fig. 3 Determinacion de viabilidad durante el proceso de encapsulamiento.

Durante el proceso de encapsulacion se presentd una gran pérdida de células ocasionada en
gran parte por el proceso de encapsulamiento, por lo que para la posterior aplicacion del
método de extrusion y las modificaciones realizadas al método, es importante considerar
¢ésta pérdida de microorganismos.

Es asi, que de una concentraciéon incial de 11.34 log;o ufc g’ en la dispersion del
biopolimero se dio una pérdida de 1.7 logyo ufc g durante el bombeo y la extrusion del
Alg-Na esto posiblemente se debio al estrés que recibe el microorganismo al ser bombeado
ademas Reid y col (2005) atribuyen estas pérdidas a la disolucion en CaCl, (2). Las

siguientes pérdidas se atribuyen a las modificaciones al método: a los lavados y el
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sumergimiento en Alg-Na para reaccionar el excedente de iones Ca™', en esta etapa del
proceso hubo una menor pérdida de células que fue de aproximadamente menos 1 log; ufc
g"'(3). Mostrando una pérdida total de 2.7 unidades logaritmicas durante el proceso
completo, como resultado del estrés por adaptacion de las células durante la preparacion de
las capsulas de centro liquido. Sin embargo, la técnica de extrusion permite encapsular las
células de Lb. rhamnosus a temperatura ambiente y gracias a la caracteristica ionotropica
del alginato este gelifica inicamente en presencia de iones Ca'', sin exponer a las bacterias
a temperaturas elevadas, ni a agitaciéon extrema; condiciones que pueden afectar la
viabilidad de las células, como es el caso de otros métodos de encapsulacion como: el
secado por aspersion y el emulsionamiento.

Ademas, al calcular la eficiencia del encapsulado pudimos evidenciar que ésta se mantiene
a pesar de la presencia del cit-Na en la formulacion es decir no provoca ningun efecto
significativo sobre la eficiencia del encapsulado entre las cépsulas de centro liquido y las

capsulas de centro solido (tabla 6).

Tabla 6. Eficiencia encapsulacion

Capsulas Eficiencia (%)
centro sélido 74.08 i7.8a
centro liquido 70,0547, 4a

Superindices iguales dentro de la misma columna indican que las medias no difieren

significativamente (p<0.05) con t-student

7.4 Evaluacion de la viabilidad de Lb. rhamnosus encapsulado durante el
almacenamiento

Se realizo la cinética de almacenamiento donde la viabilidad de las capsulas de centro
liquido después de 25 dias se redujo significativamente. Sin embargo, estuvo por arriba de
la concentracion minima de ingesta recomendada (6 log;o ufc g'). Puede observarse que a

partir del dia 15 y hasta el dia 25 la cantidad de microorganismos para bacterias libres. (2.4
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logio ufc g"') y capsulas de centro sélido (4.51 logie ufc g') son significativamente
menores.

La disminucion acelerada de la viabilidad después del dia 15 en la cinética de
almacenamiento puede ser debida y descrita por diversos autores como
“sobreacidificacion” o “acidificacion post produccion” esto es por el contenido de acido
creciente en el medio durante el almacenamiento (Shah y Jelen, 1990). Asi, los resultados
implican que las capsulas de centro so6lido mantienen una mejor sobrevivencia de Lb.
rhamnosus en comparacion con bacterias libres y cépsulas de centro solido. Ademas
algunos autores demostraron el efecto protector ejercido por el encapsulamiento de
probioticos cuando son expuestos a condiciones adversas como pH acido equiparando sus
resultados con los de este trabajo que la sobrevivencia es considerablemente méas alta en los
microencapsulados obtenidos que en células control no atrapadas (Lian y col., 2003; Picot y

Lacroix, 2004; Pimentel-Gonzalez y col., 2009).
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Fig. 4 Cinética de almacenamiento de Lb. rhamnosus

Evaluacion de la sobrevivencia en condiciones gastrointestinales simuladas

En la fig. 6, se muestra que al realizar la evaluacion de la sobrevivencia Lb. rhamnosus en

condiciones gastrointestinales simuladas, la sobrevivencia de las células decrece en todos

los casos al final de la exposicion. Donde, las bacterias libres muestran una disminucion

mas evidente mostrando la menor viabilidad con 5.78 log;y ufc g'l al final de las

condiciones GI simuladas mientras que las células entrampadas en ambos casos: cépsulas

de centro liquido (7.6 log;o ufc g') o capsulas de centro sélido (7 log;o ufc ml™) muestran

un grado de proteccion mayor. Este efecto puede ser debido a que la matriz de

inmovilizacion en este caso el alginato protegio a las bacterias lacticas entrampadas en el

medio que se encontraron, tanto en la estructura completamente gelada de las capsulas de

centro solido como en la pared que se formo en las capsulas de centro liquido Sin embargo,
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al comparar la viabilidad de las capsulas de centro so6lido, la viabilidad de las capsulas de
centro liquido y bacterias libres al final de la exposicion a sales biliares se observa que en

esta etapa se provoca la mayor disminucion en la viabilidad de las bacterias.
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Fig. 5 Sobrevivencia de las bacterias libres, capsulas de centro sélido y capsulas de centro

liquido, bajo condiciones de pH acido y sales biliares.

Después de someter las capsulas a pH écido y bilis, el contenido de células viables de 7.6

logio ufc g es mayor en capsulas de centro solido comparado con capsulas de centro
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liquido 7.0 logjo ufc g”'. Sin embargo, al final la degradaciéon de las capsulas de centro
liquido fue completa por lo que el conteo de células viables tuvo que medirse en la solucion
de bilis que las contenia, lo anterior puede implicar que las células de Lb. rhamnosus de las
capsulas de centro solido no se liberen al pasar por el tracto gastrointestinal, por lo que una

cantidad importante de bacterias se desecharia y no se liberarian en el colon.

7.6  Propiedades texturales: Analisis de perfil de textura instrumental (APT)

El analisis de perfil de textura realizado a las cdpsulas de centro liquido y cépsulas de
centro solido, sirve para simular la compresion que ocurre al morder un alimento, en la
Fig. 7 se muestra el APT realizado las cépsulas de centro liquido y cépsulas de centro
solido, en el que una primera compresion por el texturometro simula la fuerza maxima

ejercida y representa la dureza de las capsulas.
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Fig. 6 Analisis de perfil de textura
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Tabla 7. Propiedades texturales de las capsulas de centro solido y liquido con Lb.

rhamnosus entrampado.

CAPSULAS DUREZA COHESIVIDAD ELASTICIDAD MASTICABILIDAD

(N) (adimensional) (mm) (N*mm)
centro 0.49+0.04° 0.65+0.05 0.929+0.119° 0.29+0.05°
sdlido
centro 0.2140.00° 0.78+0.05" 0.997+ 0.004° 0.17+0.01°
liquido

Diferentes superindices dentro de la misma columna indican medias que difieren significativamente

(p<0.05) con t-student

En la tabla 7, se muestran las propiedades texturales obtenidas, donde al comparar los
resultados de dureza de las capsulas de centro solido (0.49+0.04 N), ésta es similar a la
dureza medida en capsulas elaboradas por Sandoval-Castilla y col., (2009), con alginato al
0.5% p/v (0.45+0.0IN) y en mezclas de alginato 0.05% con pectina al 1, 2, 3% p/v la
dureza es notoriamente superior en todos los casos, obteniendo durezas de 0.68, 0.76,
2.08N respectivamente. Estos resultados brindan evidencia de que las capsulas elaboradas
unicamente con alginato son mas suaves, que las elaboradas con mezclas de alginato y

pectina.

Ahora bien, al observar la dureza de las capsulas de centro liquido (0.21+0.02N) ésta es
significativamente diferente y menor que en cépsulas de centro sélido La cohesividad por
otro lado es mayor en capsulas de centro liquido (0.78+0.05) este puede ser un indicativo
de que las capsulas de centro liquido tienen mayor capacidad de deformacion antes de
romperse durante la ingesta. La elasticidad en estos casos es comparable, es decir la

proporcidn a la que vuelven ambos tipos de capsulas a su condicion incial es similar.

La masticabilidad estd directamente relacionada con la energia que requerimos para
deglutir un alimento. Las capsulas de centro liquido (0.17+0.01N) tienen una

masticabilidad significativamente menor a las capsulas de centro sélido (0.294+0.05N). Esto
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puede estar directamente relacionado con la aceptacion de los consumidores del producto,
ya que sensorialmente representa el trabajo necesario para fragmentar el alimento

(Sandoval-Castilla, 2009).

7.7  Microestructura de las capsulas de centro liqudo con Lb. rhamnosus
entrampado.

Mediante la microscopia electronica de barrido pudimos observar que la estructura de
ambos tipos de capsulas se hace mas densa hacia la pared de las cépsulas y més abierta
hacia el centro de la capsulas, similar a las observaciones publicadas por Allan-Wojtas y

col. 2008.

En las capsulas de centro solido por ejemplo; que se muestran en la Fig. 8 a,b), se observo
una estructura mas cerrada desde el centro hasta la pared de la cdpsula, el Calcio en este
caso migro al interior de la gota de alginato mas rapidamente y formo una red de alginato

que atrap0 las bacterias en su estructura (ver Fig. 9 ¢).

Al observar la estructura de las capsulas de centro liquido, se aprecia que en la pared de la
capsula se dio la formacion de un gel homogéneo externo y hacia el interior esta estructura
se hace mas abierta y desorganizada debido a que al principio la concentracion de Alg-Na

en el interior es mas alta y el Cit-Na limita la entrada de iones Ca"" (ver Fig. 9. a,b).

Mediante microscopia de alto vacio (Fig.9. ¢) se observa que las bacterias se encuentran
separadas o distribuidas en grupos a lo largo de la cépsula adheridas en la red abierta que

se formo, donde la bacterias al parecer tenian menos limitaciones de espacio.
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Fig. 7 Micrografias de capsulas de centro solido: a) Pared de la capsula, b) Centro de la

capsula, microscopia en condiciones de bajo vacio, c¢) centro de la capsula microscopia

en condiciones de alto vacio.
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P

¢)

Fig. 8 Micrografias de capsulas de centro Liquido: a) Pared de la capsula, b) Centro de la
capsula, microscopia en condiciones de bajo vacio, ¢) Centro de la capsula microscopia en

condiciones de alto vacio.
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8. CONCLUSIONES

La adicion de citrato de sodio como secuestrador de iones calcio en la formulacién para
elaborar céapsulas de alginato, permitié desarrollar una nueva metodologia para la
elaboracion de cépsulas de alginato de centro liquido; modificando el método de extrusion,
donde los resultados indican que es posible establecer un equilibrio entre las
concentraciones de cloruro de calcio y citrato de sodio para de esta manera obtener cépsulas
de centro liquido con el menor tamafio y grosor de pared adecuados que permitieron
entrampar en su interior a Lb. rhamnosus y que no tiene un efecto significativo sobre la

eficiencia de entrampamiento.

En condiciones de almacenamiento el centro liquido de las cépsulas repercutidé en la
viabilidad Lb. rhamnosus después de 25 dias de almacenamiento dentro de la cantidad

;. . . . -1
minima recomendada de microorganismos por gramo de alimento (6 logjoufc g ).

La sobrevivencia a pH 4cido y a sales biliares de Lb. rhamnosus encapsulado disminuy6 en
todos los casos, sin embargo las capsulas de centro sélido y capsulas de centro liquido con
Lb. rhamnosus entrampado mantienen una viabilidad de 7 log;o ufc g después de ser
sometidas a estas condiciones confirmando que la encapsulacion por el método de extrusion

y por el método de extrusion modificado proporciona un nivel de proteccién comparable.
La presencia del centro liquido en las capsulas con Lb. rhamnosus entrampado repercutio,

en sus propiedades texturales. Donde la dureza y masticabilidad son significativamente

menores comparadas con las capsulas de centro solido.
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9. PERSPECTIVAS

El encapsulamiento de Lactobacillus rhamnosus en capsulas de centro liquido brinda
caracteristicas texturales diferentes a las de capsulas de centro s6lido como menor dureza y
mayor cohesividad que fueron evaluadas mediante un APT sin embargo, seria importante |
incluir las cépsulas en un alimento, para evaluar si estas diferencias texturales aportaran
alguna ventaja sobre las capsulas de centro sélido, desde el punto de vista sensorial,

repercutiendo en la aceptacion por parte de los consumidores.

Probar la adicion de un agente prebidtico o medio de cultivo en la formulacion de las
capsulas de centro liquido, para evaluar la viabilidad del Lactobacillus rhamnosus, estudiar
si éste puede potenciar el crecimiento del microorganismo dentro de la cépsula y al

momento de liberarse en el colon.
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