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RESUMEN:

Hoy en dia el uso de bacterias probidticas ha aumento notablemente el interés en la industria de los
alimentos, ya que estos consiguen obtener efectos beneficiosos para la mejora en la salud de la
poblacién en general, de igual manera, la tendencia de preferencia en la poblacién ha ido aumentando
para con los productos alimenticios que nos ofrecen considerables beneficios nutricionales y en la
salud. Para que estas bacterias probitticas intervengan de la manera apropiada y esperada, es de
gran importancia que lleguen vivas al intestino en un nimero adecuado. En los productos probiéticos el
cambio persistente en la viabilidad de las distintas bacterias que son utilizadas, es un inconveniente
significativo y de gran consideracion; dicha viabilidad podra ser protegida mediante el procedimiento de
una microencapsulacién, en donde dicha técnica, hara que las bacterias probi6ticas queden atrapadas
dentro de unas capsulas, para asi, producir particulas con un didmetro de unos cuantos hanémetros a
unos pocos milimetros. En los productos alimenticios en los que se les han incorporado bacterias
probidticas, es de gran ayuda la incorporaciéon de alginatos y/o diversos geles para elaborar la
microencapsulacion de las bacterias, y asi con esta técnica, los microorganismos queden protegidos
frente al entorno desfavorable de los procesos digestivos y asi mismo poder conservar su actividad
metabdlica. En la presente investigacion, se utiliz6 Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) y alginato de
sodio para la elaboracion de la matriz encapsulante mediante la técnica de extrusién, para la obtencién
de microcapsulas; por lo tanto el objetivo central de esta investigacion es el disefio 6ptimo de
microcapsulas a base de estos materiales, asi como la evaluacion del potencial que tiene el Aloe vera
como matriz prebidtica.

ABSTRACT:

Probiotics seems to be a good alternative for Industrial application since they provide health benefits for
who consume them. A lot of products have been developed taking advantage of these probiotic
properties. Previous studies demonstrated that associated problem with these kind of products is the
loss of viability of the probiotic due to the chemical changes during the pass through the digestive
system. To solve this, microencapsulation has been proposed as an alternative to provide bacterial
protection during these changes, preserving the metabolism of the encapsulated cell and finally
allowing the liberation of the living bacteria once in the colon. A lot of formulations have been performed
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using several edible materials as gums. The formulation of the encapsulation material is very important
for this purpose. Incorporation of prebiotic material has been suggested for enhance the viability inside
of the microcapsule, over the time. Taking this background, in the present investigation we design a
suitable formulation using alginate and Aloe vera as prebiotic matrix for the encapsulation of L.
plantarum.
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INTRODUCCION

Los alimentos funcionales que contienen a las bacterias probiéticas en estado viable, son reconocidos
dia a dia gracias a sus efectos benéficos para la salud, al mismo tiempo han ido incrementado su
popularidad en el mercado actual. Entre las bacterias lacticas mas estudiadas se encuentra
Lactobacillus plantarum, bacteria destacada entre las demas, ya que se ha demostrado su efectividad
para colonizar el tracto gastrointestinal humano. Para que las bacterias ejerzan su efecto benéfico en
la salud, estas tendran que alcanzar el lugar vivo de accién y establecerse en las cantidades idéneas.
A fin de proporcionar beneficios para nuestra salud, se ha recomendado que dichas bacterias deberan
de estar presentes en un minimo nivel de 10° UFC/g en el producto final (Doleyres y Lacroix, 2005) o
107 UFC/g en el punto de consumo (Lee y Salminen, 1995) o asi mismo ser ingeridos en cantidades
suficientes para conseguir una ingesta diaria de 108 UFC/g (Lépez-Rubio et al., 2006). Sin embargo,
algunos estudios indican que las bacterias no podran sobrevivir en nimeros suficientemente elevados
cuando se incorporan en ciertos productos lacteos (Capela et al. 2006, Krasaekoopt, et al. 2003).

Ingerir células vivas probidticas con la incorporacion de una barrera fisica contra las condiciones
intestinales adversas, es un planteamiento que actualmente adopta un gran interés por las industrias
de los alimentos (Doleyres y Lacroix, 2005; Krasaekoopt et al., 2003).

La protecciébn mediante diversas técnicas como lo es la microencapsulacién, podra ayudar a la
conservacion y/o mantener la cantidad requerida de biomasa en el producto final con buenas tasas de
viabilidad y supervivencia. La microencapsulacion se define como la tecnologia de empacado en
pequefio de sélidos, liquidos o materiales gaseosos; las capsulas selladas podran liberar su contenido
a velocidades controladas bajo condiciones especificas (Shahidi F., 1993, Krasaekoopt y
Watcharapoka, 2014).

Actualmente existe un gran interés por el uso del Aloe vera en la industria de los alimentos, debido
principalmente a sus propiedades funcionales, antioxidantes y terapéuticas (Martinez-Romero D. et al.,
2003), asi mismo es una gran fuente de micronutrientes esenciales (Na, Ca, Mg, K, etc.) y de
fitoquimicos activos (Loots et al., 2007). Un adecuado aprovechamiento de la planta, esta asociado al
contenido de sus componentes bioactivos, microestructura y los métodos para preservar y estabilizar
los productos obtenidos a partir del gel.

Considerando lo anterior y con el creciente aumento del interés de la poblacion por la compra de
productos benéficos para la salud, el objetivo de la presente investigacion sera el disefio y obtencién
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de microcapsulas a base de alginato de sodio para la proteccidn de las bacterias probidticas, utilizando
una matriz de Aloe vera que funja como prebiético ademas de proteger a las bacterias de los entornos
desfavorables que se encuentran en los procesos digestivos.

MATERIALES Y METODOS.
1. Cepas microbianas y condiciones de cultivo

La cepa que se utilizé fue Lactobacillus plantarum, donada por el Laboratorio de Biologia Celular de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la U.A.N.L. Esta se cultivo en medio de Man Ragosa y Sharpe
estéril (121 °C /15min) (MRS, Difco, BD Sparks MD, USA.), en una atmosfera anaerébica en jarra para
anaerobiosis utilizando el GasPak System (Oxoid, Therbarton, South Australia), y se incubd a 37 oC /
24h.

2. Material de soporte

El gel de Aloe vera fue proporcionado por el Departamento de Alimentos de la Universidad Juarez del
Estado de Durango. Se mantuvo en congelacion a -20 oC.

Para su uso se dejé descongelar lentamente a temperatura ambiente, después de esto, se triturd en
una licuadora para su posterior utilizacion.

El alginato para la obtencion de las microcapsulas se adquiri6 en presentacion comercial marca
Golden Bell grado alimenticio. Los sustratos utilizados (Aloe vera y Alginato) fueron esterilizados en
autoclave a 108 °C/10min.

3. Condiciones 6ptimas, formulacion y disefio de las Microcapsulas

La microencapsulacion se llevd a cabo de acuerdo al método mencionado por Ravula y Shah (2000);
Primeramente se prepararon 100mL de alginato de sodio (al 0.5, 1 y 2%) estéril el cual se prepar6 de
la siguiente manera: 0.5, 1 6 2 g de alginato, se disolvieron lentamente en 99.5, 99 6 98mL de agua
respectivamente. El agua se calentd previamente a 65°C y se mezcl6 con las cantidades respectivas
de alginato en un Ultraturrax a 6000rpm constantes por 10 minutos; la mezcla obtenida se esterilizo en
condiciones de carbohidrato (108°C/10min). Posteriormente se adicionaron concentraciones variables
del Aloe vera gel (1, 5, 10% v/v).

Una vez mezclados el alginato y el aloe vera, se colocaron en un Ultraturrax por espacio de 20 min
hasta obtener una mezcla espesa. A la mezcla obtenida se le agregé 1mL de cultivo bacteriano
concentrado. Para incorporar el cultivo bacteriano, 10mL de un cultivo de 24 hrs (10mL) de L.
plantarum, se centrifugd a 2500 rpm por 20 min. Se descarté el sobrenadante y el pellet se re-
suspendié en 1mL de agua peptonada estéril. Esta alicuota se agrego6 a la mezcla de alginato y aloe
vera, para la obtenciéon de las microcapsulas, y se mezclé dos minutos mas para homogenizar
completamente. Como control negativo, se realizaron las cdpsulas con la bacteria sin ningun aditivo.
La mezcla obtenida, se depositd lentamente por goteo con una jeringa de 1 y 5mL en un vaso de
precipitado conteniendo 600mL de CaCl2 0.05M, 0.25. 0.5 y 0.1 estéril. Después de 15 min las
microcapsulas de alginato se recuperaron de la fase acuosa. Las microcdpsulas fueron utilizadas para
pruebas posteriores colocandose en agua peptonada 0.01% estéril a 4°C.
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4. Evaluacion microscépica y tamafio de particula.

Para evaluar la morfologia y eficiencia de encapsulacién, se tomaron al azar aquellas microcdpsulas
gue tuvieron la mejor consistencia de acuerdo a los parametros establecidos en el punto anterior. Se
colocaron en un portaobjetos y fueron analizadas por microscopia en un Microscopio Leica DM 500
con visual software. Se analizé la morfologia de la microcdpsula y la eficiencia de encapsulacion
mediante la deteccion de bacterias atrapadas en la matriz de alginato y aloe. Posterior a la evaluacién
microscopica, muestras aleatorias de microcapsulas, se colocaron en un equipo Master Sizer 3000
para la determinacién del tamafio de particula.

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Determinacion de las condiciones 6ptimas para las microcapsulas

Con el fin de encontrar las condiciones Optimas y adecuadas para la elaboracién de las microcapsulas
de alginato con matriz de Aloe vera, se realizaron formulaciones con diferentes concentraciones de
alginato, Aloe vera y cultivo bacteriano (L. plantarum), ya que segun Agarry et al (2005) el material de
la microcapsula debe estabilizarse para proteger su contenido, y evitar la pérdida del mismo durante su
trayecto por el tracto gastrointestinal. El tamafio y forma de las microcapsulas depende en gran medida
de la viscosidad del alginato de sodio utilizado (José et al 2015), por ello se prepararon varias
concentraciones 0.5, 1, y 2%.

Para la obtencién de las microcapsulas, se realiz6 un barrido de concentraciones de CaCl, que
variaron desde 0.025 hasta 0.1M ya que segun Anal et al (2007), la concentracion de CaCl, es muy
importante para la obtencién de la consistencia deseada y durabilidad de las mismas. Una vez
teniendo diferentes preparaciones de alginato y CaCl,, se dejé caer por goteo el alginato en las
diferentes concentraciones de CaCl2 arriba mencionadas y se evalué la dureza y durabilidad de las
microcapsulas, durante varios dias a temperatura de refrigeraciéon y ambiente.

A mayor concentracion de calcio, las capsulas presentaron mayor firmeza mientras que en una
concentracion menor de calcio las microcapsulas tenian poca firmeza por lo que perdian su forma. Con
base a los resultados se establecié que la mejor concentracién de alginato fue al 1% y la de CacCl; al
0.1M, por lo que se utilizaron estas concentraciones para posteriores ensayos.

2. Evaluacion microscépica de las microcapsulas.

Al obtener la férmula 6ptima para la obtencion de las microcapsulas, algunos otros factores fueron
determinantes en la morfologia de las mismas. El tamafio de la boquilla de la jeringa fue determinante
para la variacion de la forma y el tamafio de las microcapsulas obtenidas, coincidiendo con Chan et
al., 2009, quienes mencionan que aspectos como la distancia de separacion de la boquilla al bafio
(liquido solidificante), el efecto de la gravedad y la tensién superficial de la solucion que induce la
gelificacion influyen en su forma esférica y tamafo. Otros factores determinantes que pudiesen influir
en la forma, son el tamafio de particula, la concentracion de alginato, la carga bacteriana y el tiempo
de exposicioén al cloruro de calcio. A pesar de todos estos factores, la técnica de microencapsulaciéon
por extrusion (Fig.1) ha sido empleada tradicionalmente al permitir la produccién de microcapsulas con
tamafos uniformes, por lo que es de suma importancia la estandarizacién del método de obtencion
para eliminar las variaciones derivadas de estos factores (Burgain et al., 2011).
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En el presente estudio se obtuvieron desde tamafios muy pequefios de forma irregular y eliptica hasta
otras microcépsulas de forma esférica regular con una medida aproximada a 1mm. Asi mismo, se
pudo observar que la superficie de las microcdpsulas tenia un aspecto poroso. La porosidad sugiere la
posibilidad de facilitar la entrada y salida de los solventes (Gouin, 2004), a fin de hacer mas facil la
accesibilidad al entorno.

Sin embargo y a pesar de las variaciones debido a los factores antes mencionados, las microcapsulas
obtenidas de cada experimento por separado fueron uniformes. Una vez obtenidas las microcapsulas
se analizaron en microscopio Leica DM 500 con Viewer Software, para corroborar que L. plantarum
estuviera incorporado en las microcapsulas. Los resultados mostraron que tanto en las microcapsulas
pequefias irregulares y elipticas, como en las regulares esféricas de 1lmm, se encontraban
encapsuladas de manera aleatoria células vivas de L. plantarum en la matriz del alginato. Dichas
bacterias se encontraron en estado viable y con movilidad Browniana dentro de la matriz de alginato
(datos no mostrados).

. || Solucién de
Jeringa, aloe, alginato
| y bacteria.

Figura 1. Técnica de extrusion para obtencion de microcapsulas
CONCLUSIONES

El tamafio y forma de las microcapsulas esta influenciado por diversos factores como la cantidad de
alginato, concentracién del cloruro de calcio y tamafio de poro de la jeringa utilizada, que deberan ser
controlados y estandarizados para obtener microcapsulas uniformes. La incorporacién de una matriz
prebidtica como el Aloe vera, y el cultivo bacteriano debe ser formulados de acuerdo a el efecto que
estas matrices pudieran ejercer sobre la forma y consistencia de las microcapsulas obtenidas.
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