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Resumen

En el presente trabajo se evalud el efecto de un sistema microencapsulante binario compuesto por alginato
de sodio (AS) y gelana de alto acilo (GAA) en la proteccién de Lactobacillus delbrueckii sometido a
condiciones gastricas simuladas. La microencapsulacién es una técnica que consiste en envolver un
principio activo con el fin de protegerlo frente a condiciones ambientales deletéreas. Los resultados
indicaron que es posible mantener la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii en un 50% después de 4 h de
exposiciébn a jugos gastricos simulados cuando se utliza AS Y GAA como sistema pared. Los
microorganismos en estado libre pierden completamente su viabilidad a los 180 minutos de exposicion. Por
tal motivo, la microencapsulacion podria ser una técnica util en la produccién de alimentos funcionales
manteniendo los niveles terapéuticos de las bacterias probiodticas.
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Effect of Microencapsulation on the Viability of Lactobacillus
delbrueckii under Simulated Gastric Juice

Abstract

In this paper the effect of a microencapsulant binary system composed by sodium alginate (SA) and high
acyl gellan (HAG) in the protection of Lactobacillus delbrueckii under simulated gastric conditions was
evaluated. Microencapsulation is a technique that involves wrapping an active ingredient in order to protect
them against deleterious environmental conditions. The results indicated that it is possible to maintain the
viability of Lactobacillus delbrueckii at 50% after 4 h exposure to simulated gastric juices when AS and HAG
are used as wall system. The free microorganisms completely lose their viability at 180 minute exposure.
Therefore, microencapsulation can be a useful technique in the production of functional foods maintaining
therapeutic levels of probiotic bacteria.
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INTRODUCCION

Las bacterias probidticas son microorganismos vivos que al situarse en el tracto gastrointestinal pueden
ejercer efectos benéficos en la salud del huésped. Algunos de estos efectos incluyen: control del colesterol,
regulacion de infecciones intestinales, mejora del sistema inmunolégico, utilizacién de lactosa y disminucién
de actividad anticancerigena (Zhu et al., 2011; Tripathi y Giri, 2014). Cada una de estas propiedades
dependen de la habilidad que presentan los probiéticos de multiplicarse al interior del huésped, ya que para
conferir los efectos benéficos mencionados previamente deben primero sobrevivir su paso a través del tracto
gastrointestinal (Mohammadi et al., 2011). Dicha sobrevivencia se ve afectada por diversos factores: como la
presencia o ausencia de oxigeno, el medio ambiente acido, la interaccién entre especies, las condiciones del
cultivo, la produccién de perdxido de hidrégeno por metabolismo microbiano, la disponibilidad de nutrientes y
la presencia de inhibidores de crecimiento. Dentro de las bacterias probiodticas, el género Lactobacillus spp
ha sido uno de los mas estudiados y utilizados en la produccién de alimentos funcionales en los afios recientes
(Ribeiro et al., 2014). Por consiguiente, una estrategia que permita la proteccién de bacterias probiéticas en
especial del género Lactobacillus spp frente a condiciones adversas resulta llamativa para una posterior
aplicacion en multiples sistemas alimentarios. Una técnica usualmente utilizada en la proteccion de bacterias
benéficas consiste en microencapsular la bacteria usando biopolimeros funcionales (Ribeiro et al., 2014).

La microencapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas son retenidas dentro de
una matriz o sistema pared con el propdsito de protegerlos frente a condiciones ambientales deletéreas (Shoji
et al., 2013). Una microcapsula consiste de una membrana fuerte, delgada, semipermeable y esférica que
rodea un nucleo sélido o liquido con un didametro que varia de unas micras a 1 mm. Para preparar las
microcapsulas existen numerosas técnicas, y se ha sugerido que podrian identificarse mas de 200 métodos;
siendo la metodologia de gelacién idnica un proceso desarrollado principalmente para inmovilizar células
bacterianas, ademas no requiere el uso de elevadas temperaturas ni de solventes organicos (Patil et al.,
2010). Dentro de las matrices mas empleadas para la microencapsulacion se encuentra el alginato y la goma
gelana (Rosas et al., 2013). Los alginatos (AS) son copolimeros lineales anidnicos compuestos de - D acido
manuronico (M), y a-L acido gulurénico (G) unidos por enlace B 1-4 y es estructurado por bloques que pueden
ser homopoliméricos (M o G) o heteropoliméricos (MG) (Lee y Mooney, 2012). Una de las aplicaciones mas
importantes de los alginatos en biotecnologia, es la habilidad que tienen para formar geles estables a través
de la interaccién de dos cadenas adyacentes (G) con el Ca++ formando zonas de unién que estabilizan la
estructura del gel (Fabich et al., 2012), esta estructura generalmente puede ser utilizada como microcapsula.
La goma gelana es un heteropolisacarido lineal aniénico compuesto de unidades de repeticién de un
tetrasacarido (1-3 3 D glucosa, 1,4 B D acido glucuronico, 1,4 B D glucosa, a-L ramnosa) y al igual que los
alginatos, la goma gelana también puede formar geles (Gonzalez et al., 2015). La gelana nativa es conocida
como gelana de alto acilo (GAA) debido a que posee un grupo acetato (C6) y un grupo glicerato (C2) en su
residuo de glucosa-A. Esta gelana se caracteriza por formar geles blandos y elasticos que pueden ser
utilizados en mezclas poliméricas en procesos de gelacion i6nica con el fin de aumentar la eficiencia de
microencapsulacion de bacterias probiéticas.

Se han llevado a cabo estudios de viabilidad de bifidobacterias microencapsuladas por secado por aspersion
sometidas a condiciones géastricas simuladas (Fritzen et al., 2013), de Lactobacillus reuteri microencapsulado
utilizando una novedosa tecnologia de vibracion y bajo condiciones gastrointestinales (De Prisco et al., 2015),
pero son pocos los trabajos que se han desarrollado sobre la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii
microencapsulado en un sistema binario compuesto de gelana de alto acilo y alginato bajo la influencia de
jugos géstricos simulados. Actualmente, la microencapsulacion de células bacterianas ha ganado atencién,
ya que algunos autores han logrado incrementar la viabilidad de bacterias probidticas en productos acidos
como el yogurt (Ziar et al., 2012; Gonzalez et al., 2014). Por tanto, el objetivo del presente estudio es evaluar
la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii microencapsulado sometido a jugos gastricos simulados utilizando
como material pared un sistema binario compuesto por alginato y goma gelana de alto acilo.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Lactobacillus delbrueckii LBL 12 fue sumistrado por LB lactis laboratorios (Plovdiv-Bulgaria) usado como
principio activo para las microcapsulas. Los agentes encapsulantes fueron alginato (AS) y goma gelana de
alto acilo (GAA) suministrados por Modernist pantry (EE.UU). El carbonato de calcio y el agar MRS fue
suministrado por Merck Colombia, la pepsina y el surfactante (Span 80) por Sigma Aldrich (St Louis EE.UU),
el agar MRS por Oxoid (UK) y el acido citrico por Pancreac (USA).

Microencapsulacion
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A partir de las dispersiones de los biopolimeros conteniendo una mezcla de L. delbrueckii en una
concentracién de 8 logl0 UFC/ml se llevd a cabo la microencapsulacidon. Las microcapsulas fueron
preparadas por gelacién ionica interna, que consiste en la formaciéon de una emulsiéon agua destilada/aceite
vegetal. La fase acuosa fue preparada mezclando 1 mL de la suspension celular (L. delbrueckii) con 99 mL
de la dispersion de AS y GAA en proporciones (75 AS/25 GAA% p/p) previa esterilizacion en autoclave a
121°C durante 15 min). Luego se adiciona carbonato de calcio como donador de Ca** en una proporcién de
30 mM de Ca**. Posteriormente la dispersion conteniendo L. delbrueckii. AS, GAA y CaCOs se adiciona en
aceite vegetal de girasol conteniendo un 0.2 % v/v de surfactante (Span 80) a una relacion (1:2) bajo agitacion
constante (400 rpm), posterior a los 15 minutos, se incorpora &cido citrico al sistema hasta alcanzar un pH de
4.2 con el fin obtener las microcapsulas por gelificacion de los biopolimeros. Finalmente el aceite es retirado
por adsorcion y las microcapsulas contenidas en la fase acuosa son centrifugadas a 5000 rpm/10 min dos
veces con disolucion salina y almacenadas a 4°C hasta su uso.

Eficiencia de la microencapsulacion

La suspension de microcapsulas fue centrifugada a 5000 rpm con el fin de separar las células libres de L.
delbrueckii. Posteriormente se determind la concentracién bacteriana en el sobrenadante y se calcul6 la
eficiencia de encapsulacion (%EE) con la siguiente formula:

EE (%) = (A-B)/A x 100 (1)

Donde A es la concentracion bacteriana total en la suspension y B es la concentracion de la bacteria sin
microencapsular encontrada en el sobrenadante.

Exposicién a jugos gastricos simulados

Microcapsulas recién preparadas (1 g) y 1 mL de L. delbrueckii en estado libre fueron colocados en un tubo
de ensayo conteniendo 10 mL de jugo gastrico simulado (3 g/L pepsina en una solucién de cloruro de sodio
0.5 % p/v a pH 2 ajustado con HCI) (Brusch y Zachia, 2011) incubados a 37°C durante 240 min.

Determinacion de la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii

La viabilidad de L. delbrueckii fue determinada por triplicado empleando el método de recuento en placa
utilizando agar MRS como medio de cultivo. Inicialmente se realizaron diluciones seriadas consecutivas de
10 en 10 de la suspension bacteriana y posteriormente se adiciond 1 mL de la dilucién respectiva en las cajas
de petri estériles para finalmente incorporar 15 mL aproximadamente de agar MRS. Una vez gelifica el agar
se llevan las cajas de petri a incubacion a 35°C durante 48 horas aproximadamente.

Andlisis estadistico

Los experimentos fueron realizados por triplicado. El programa SPSS version 17.0 para Windows fue utilizado
para llevar a cabo el ANOVA (un factor) y establecer las diferencias estadisticas significativas (P< 0.05) entre
las diferentes viabilidades obtenidas utilizando la prueba de tukey entre los tiempos de exposicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eficiencia en la microencapsulacion de Lactobacillus delbrueckii

Las microcapsulas obtenidas en el presente estudio utilizando la mezcla binaria de AS y GAA con un 0.2 %
(v/v) de surfactante bajo agitacion contaste (400 rpm) presentaron una eficiencia en la microencapsulacion de
L. delbrueckii del 98.7 %, estos porcentajes son similares a los expuestos por Rajam y Anandharamakrishnan,
(2015) en la microencapsulacion de L. plantarum utilizando la técnica de secado por aspersion y proteina de
suero lacteo en combinacion con fructooligosacaridos como material pared, estos autores encontraron
eficiencias cercanas al 98.63 %. Este resultado puede ser consecuencia de las propiedades extensibles de la
proteina de suero desnaturalizada, que proporciona ventajas al proceso de microencapsulacion, como la
formacién de una pelicula que recubre los poros donde se encontraba el agua evaporada durante el proceso
de secado, aumentando asi las eficiencias de microencapsulacion. Sin embargo, es interesante mencionar
gue el secado por aspersién es una técnica que requiere de mayor tecnologia para la formaciéon de las
microcapsulas en comparacion a la gelacién ionica, ya que el uso de un equipo de secado por aspersion es
necesario.

Los resultados sobre eficiencia de microencapsulacion presentados en este estudio son mayores a los
publicados previamente por Gonzalez et al.,, (2013) quienes obtuvieron eficiencias de 94.8 % cuando
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microencapsularon células de Lactococcus lactis a través de un proceso de gelacion ionica interna utilizando
mezclas de gelana de alto y bajo acilo a una velocidad de agitaciéon de 400 rpm y con adicion de 0.2 % de
surfactante. Igualmente De Prisco et al., (2015) reportaron que al utilizar tecnologia vibrante en la
microencapsulacion de Lactobacillus reuteri se obtienen eficiencias de microencapsulacién cercanas al 97 %
cuando utilizan alginato y mezclas de quitosan. En la microencapsulacion por gelificacién ionica, el gel
resultante es una matriz porosa, por lo cual principios activos microencapsulados son sensibles a condiciones
en el medio (Burey et al., 2008; Mortazavian et al., 2007) ademas, pueden presentar bajas eficiencias de
microencapsulacion. Por ende, se utilizan mezclas binarias biopoliméricas con el fin de recubrir los poros y
disminuir las posibles fugas aumentando asi la eficiencia de la microencapsulacion (Chavarri et al., 2010). La
alta eficiencia de microencapsulacion de células bacterianas cuando se utiliza GAA en un 25 % (p/p) obtenida
en el presente estudio, puede ser atribuida al mecanismo de gelificacion de la GAA, la cual no requiere de
iones de calcio para gelificar, solo necesita de calentamiento para iniciar el entrecruzamiento entre las
cadenas de gelana que inicia con la disminucién de la temperatura obturando de esta manera los poros o
fugas que presentan las microcapsulas.

Viabilidad de Lactobacillus delbrueckii sometido a jugos gastricos simulados

Los resultados de las cinéticas de pérdida de viabilidad de L. delbrueckii microencapsulado y en estado libre
durante 240 min de exposicién a jugos gastricos simulados se presentan en la tabla 1. En donde se puede
apreciar que el material de cobertura utilizado ejerce un efecto protector sobre viabilidad de las bacterias
microencapsuladas, debido a que se presentan diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los
porcentajes de viabilidad de L. delbrueckii microencapsulado y en estado libre después de 30 minutos de
exposicién a fluido gastrico simulado. Similares resultados fueron publicados por Chavarri et al., (2010)
guienes incrementaron la viabilidad de L. gasseri y B. bifidum frente a jugos gastricos simulados durante 2 h
a través de la microencapsulacién utilizando como material pared mezclas poliméricas binarias de alginato y
quitosan.

L. delbrueckii microencapsulado presenta una disminucion promedio de su viabilidad cercana al 7 % cada 30
minutos desde el tiempo cero hasta finalizar el tiempo de exposicion (4 h) en fluido gastrico simulado, logrando
finalmente una viabilidad del 50 % que corresponde a 4.0 logl0 UFC/mL. Kim et al., (2008) observaron
resultados similares. Estos autores reportaron una reduccién en el conteo de células viables de L. acidophilus
ATCC 43121 microencapsulado en alginato de sodio sometido a jugos gastricos a pH de 1.2 y 1.5.

Tabla 1: Viabilidad de Lactobacillus delbrueckii sometido a condiciones gastricas simuladas in vitro

Tiempo (minutos) L. delbrueckii microencapsulado (%) L. delbrueckii en estado libre (%)

0 100+0.122 100+0.412
30 95+1.132 75+1.01°
0 87+1.042 20+1.23°
90 68+0.972 12+0.38°

120 62+0.282 7+0.74°

150 57+1.032 0,5+0.41°

180 57+0.072 0,0+0.00°

210 54+0.802 0,0+0.00°

240 50+0.442 0,0+0.00°

Filas sin ninguna letra en comun presentaron diferencias estadisticas a un nivel de confianza del 95%

Con respecto a las bacterias de L. delbrueckii en estado libre o sin microencapsular; estas bacterias pierden
el 25 % (2 logl0 UFC/mL) de su viabilidad cuando son expuestas a fluido géstrico simulado durante los
primeros 30 minutos y a los 120 minutos de exposicién sélo conservan un 7 % su viabilidad que corresponde
a 0.56 log10 UFC/mL llegando a perder completamente su viabilidad a los 180 minutos de exposicién a jugos
géstricos simulados. Es decir, de una concentracion inicial de L. delbrueckii en estado libre correspondiente
a 8 logl0 UFC/mL bajo las condiciones evaluadas en el presente estudio, las bacterias pierden
completamente su viabilidad a los 180 minutos de exposicion a jugos gastricos simulados, mientras que las
bacterias que se encuentran microencapsuladas utilizando AS y GAA como material de pared, conservan en
un 57 % su viabilidad que equivale a 4.56 log UFC/mL; lo cual supone un efecto protector por parte de las
microcapsulas. Similares resultados fueron publicados por Okuro et al., (2013) quienes encontraron que la
microencapsulacion de Lactobacillus acidophilus junto a prebidticos (inulina y polydextrosa) logra proteger las
células de condiciones gastricas simuladas, mientras que las células libres no se detectan después de 210
minutos de exposicién. Estos resultados son contrarios a los reportados por otros autores (Hansen et al.,
2002; Sultana et al., 2000) quienes encontraron que la microencapsulacién no protege efectivamente a los
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microorganismos de bajos valores de pH, esto podria ser una consecuencia de las fugas o poros presentes
en las microcapsulas. No obstante, otros estudios encontraron mejor sobrevivencia para L. acidophilus
microencapsulado en comparacion con células libres cuando son expuestas a soluciones gastricas e
intestinales (Chandramouli et al., 2004; Kim et al., 2008; Sabikhi et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran el efecto protector ejercido por la microencapsulacion,
sugiriendo una disminucion en el diametro de los poros de las microcapsulas, previniendo asi la interaccion
de las células con el jugo géstrico simulado (Mokarram, et al., 2009). Esto implica la potencial aplicacion de
la microencapsulacién con estos materiales de cobertura (AS y GAA) para la preparacién de dietas probiéticas
a base de lactobacilos para reforzar la viabilidad de bacterias benéficas durante su paso a través del
estbmago, y facilitar la colonizacién del intestino; por tal motivo la microencapsulacion podria ser una
alternativa viable en la produccion de sistemas alimentarios funcionales.

CONCLUSIONES

La microencapsulacion utilizando mezclas binarias en proporciones de 25 AS/ 75 GAA como material pared
logra conservar en un 50 % la viabilidad L. delbrueckii cuando es sometido a jugos gastricos simulados
durante 240 minutos. Es posible que la GAA recubra los poros presentes en las microcapsulas aumentando
la eficiencia en la microencapsulacién e impidiendo la interaccién entre el microorganismo y los jugos gastricos
simulados. Esto implica la potencial aplicacién de la microencapsulacion con estos materiales de cobertura
(AS y GAA) para la preparacién de dietas probioticas a base de lactobacilos para reforzar la viabilidad de
bacterias benéficas durante su paso a través del estbmago. Sin embargo, se necesitan més estudios sobre la
viabilidad de L. delbrueckii microencapsulado incorporado en sistemas alimentarios asi como estudios de
liberacién controlada, con el fin de mejorar la aplicacién de probidticos en el desarrollo de alimentos
funcionales.
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