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RESUMEN

Los probiédticos son un grupo de bacterias acido lacticas, Gram positivo, inmdviles y
no formadoras de esporas, que se utilizan como tratamiento preventivo para algunos
malestares del aparato gastrointestinal tales como estrefiimiento, diarrea, acidez gastrica y
reflujos gastroesofagicos. Son componentes exdgenos del organismo que al colonizar el
intestino grueso y mantener la microbiota traen beneficios para el ser humano. Se ha
demostrado que para cumplir este rol deben ser consumidos en concentraciones especificas,
seglin la normativa atingente chilena, esta corresponde a 10’ UFC por gramo de producto

terminado.

Debido a su naturaleza, la viabilidad de los probiéticos se ve amenazada por los
distintos mecanismos de defensa presentes en el tracto gastrointestinal, como la variacion
extrema de pH, que alcanza un valor cercano a 1 en el estomago, y las secreciones biliares,
incluidas en el duodeno. Bajo esta problematica se han realizado estudios que demuestran
que la encapsulacion con polimeros, como el alginato que es de origen natural e inocuo para
el organismo, otorgan un mayor nivel de proteccion y ayudan a mantener la viabilidad general
de los probidticos. Por ello, el objetivo de esta revision fue analizar los estudios reportados
sobre gelificacion de alginato, mediante la técnica de extrusion, para encapsular bacterias

acido lacticas probidticas y analizar como se ve influenciada la supervivencia celular.

Los resultados de distintos trabajos experimentales discutidos manifiestan un
aumento en la viabilidad de células recubiertas con alginato por sobre las células libres, bajo
todas las condiciones a las cuales fueron sometidas, sin embargo, la informacion sugiere que
la utilizacién de otros componentes adicionales, como una segunda capa polimérica,

mantendria alin mas la viabilidad celular.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, alginato, encapsulacion, extrusion.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia, se destaca la accion de los probidticos como forma de prevencion y
tratamiento de diversas enfermedades del aparato gastrointestinal. Estas enfermedades
constituyen un problema creciente para la salud publica a nivel mundial, debido
principalmente a los cambios de habitos alimenticios que se ha desarrollado a lo largo de las
Gltimas décadas en nuestra sociedad. Las enfermedades gastrointestinales representan un
amplio espectro de dolencias, tales como, estrefiimiento, diarrea, acidez gastrica, reflujos

gastroesofagicos, nauseas, vomitos y pérdidas o aumentos de masa corporal, entre otras.

Probioticos se le denomina a un grupo de bacterias acido lacticas que logran mantener
la microbiota intestinal, sin embargo, estos deben ser incorporados a la dieta ya que son parte
de los componentes exdgenos del ambiente gastrointestinal. Ademas, para que cumplan su

objetivo en el intestino grueso, estos deben alcanzar una concentracion especifica.

Debido a la composicion del aparato digestivo, sus distintos valores de pH y la
presencia de compuestos como los &cidos gastricos y secreciones biliares, consumir
probidticos de forma directa resulta perjudicial para la viabilidad de estas bacterias, por lo
cual, una de las alternativas que promueve la industria farmacéutica es encapsular, a traves
de una matriz polimérica, a los probidticos otorgandoles proteccién y de esta manera

aumentar su sobrevivencia para lograr su objetivo a nivel intestinal.

Las matrices poliméricas utilizadas en este proceso pueden clasificarse, segin su
origen, en sintéticas y naturales, siendo estas Ultimas las de preferencia debido a su
compatibilidad con el organismo. Entre todos los polimeros estudiados se destaca el alginato

por sus cualidades no tdxicas, su facilidad de disolucion y su bajo costo. Respecto a los



procesos de encapsulacién se prioriza la metodologia de encapsulacion mediante extrusion
debido a su simplicidad y bajo costo. También existen otros procesos como la emulsion y el
secado por atomizacion, que, si bien tienen sus beneficios, requieren de un gasto mayor de

recursos.

El objetivo de esta revision bibliografica es analizar estudios y reportes sobre la
gelificacién del alginato, mediante la técnica de extrusion, para los procesos de encapsulacion
de bacterias probidticas y como éstas permanecen viables ante la exposicién a fluidos

gastrointestinales simulados in vitro.

Para esto se realiz6 una revision narrativa que integro articulos que documentan el
paso de los probidticos libres por el sistema gastrointestinal, y sobre aquellos que hablan de
la encapsulacion de BAL probioticas en matrices poliméricas como el alginato. De esta
manera se podran discutir los datos reportados en cuanto a supervivencia de probidticos libres
y encapsulados, permitiendo analizar las cualidades protectoras del alginato como agente
encapsulante de manera que se pueda estimar una composicién que entregue la mayor

proteccion.



2. OBJETIVOS

Objetivo general

Revisar y analizar los estudios que han reportado la gelificacion del alginato,
mediante la técnica de extrusion, para la encapsulacion de bacterias acido lacticas

probidticas y como la encapsulacién afecta a la supervivencia de estas bacterias.

Obijetivos especificos

I. Revisar antecedentes sobre los probioticos en general y analizar su paso por

el sistema gastrointestinal.

ii. Revisar la encapsulacion de probidticos en perlas de alginato producidas
mediante el método de extrusion.
iii. Discutir sobre los datos reportados en cuanto a la supervivencia de probidticos

encapsulados.
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3. METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA
INFORMACION

3.1. Estrategia de busqueda

En primera instancia se realizd una basqueda simple mediante la base de datos Web
of Science (WOS) de articulos cientificos histéricos y de impacto relacionado a probioticos
y también a alginato, dicha busqueda se realizé en el idioma inglés. También se realizo la
busqueda de decretos, resoluciones o leyes vigentes en Chile respecto al uso de probioticos
en productos farmacoldgicos orales o en alimentos, asi como también la busqueda de libros
electronicos atingentes a los temas ya mencionados. Posteriormente, se realizd una nueva
busqueda en la misma base de datos mencionada con anterioridad, sin embargo; dicha
busqueda fue de tipo avanzada configurandose por medio de las terminologias MeSH y
booleanos, mediante la siguiente ecuacion de busqueda: “TS= (Microencapsulation OR
encapsulation) AND TS= (probiotic OR lactic acid bacteria) AND TS= (alginate) AND TS
=(extrusion)” de la cual se obtuvo un total de 71 articulos cientificos. Se limité la busqueda
al idioma inglés y por afios, abarcando solo aquellos publicados desde el afio 2015 a 2021,
los que fueron localizados mediante el acceso remoto a la base de datos WOS disponible para

alumnos, por medio de la plataforma de la biblioteca de la Universidad de Talca.

3.2. Criterios de inclusién y exclusién

En la primera busqueda se incluyeron todos los articulos relacionados a probiéticos y
a alginato, dando énfasis a otras revisiones bibliograficas y articulos histéricos, no se limitd
por afios. En la segunda busqueda, se incluy6 todo tipo de articulos originales basados en los

criterios de inclusion: encapsulacion de probioticos en alginato mediante técnicas de
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extrusion. Se excluyeron todos los articulos emitidos antes del afio 2015, aquellos que no
contaban con una metodologia descrita para el método de extrusion y aquellos cuyos
propositos se encontraban fuera de los temas a demostrar en este revision bibliogréafica en
base a los objetivos planteados en el capitulo anterior, como el efecto de la solucion

entrecruzante en la viscosidad del polimero.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Probidticos y su paso por el sistema gastrointestinal

La historia de los probi6ticos se remonta a inicios del siglo XX, cuando los cientificos
Metchnikoff & Mitchell en el afio 1910 reportaron la relacion existente entre el alto consumo
de leche fermentada y el aumento de la longevidad en una poblacion de Bulgaria, sugiriendo
que “la dependencia de los microbios intestinales hacia los alimentos permitia adoptar
medidas para modificar la flora de nuestro organismo y reemplazar los microbios nocivos
por microbios utiles” (1). Descubrimiento por el cual recibieron el premio nobel en el afio
1907 (2). Durante ese mismo periodo, un médico pediatra francés llamado Henry Tissier
observo que los nifios que presentaban diarrea tenian una escasa cantidad de bacterias con
morfologia en forma de “Y”” en sus heces, las cuales, por el contrario, se encontraban en
abundancia en nifios sanos, razén por lo que sugirié que dichas bacterias podrian ser
administradas en pacientes con diarrea para de esta forma, restaurar la microbiota intestinal
(3). Ya en el afio 1965, el término “probidtico” fue utilizado por primera vez para describir
bacterias del intestino, cuyos efectos resultaron ser beneficiosos para el huésped, tanto en

prevencion como tratamiento de enfermedades (4).

Actualmente, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los
probidticos son microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades apropiadas

como parte de un alimento, confieren al huésped un beneficio para la salud (5).

Dentro de los objetivos que debe cumplir un microorganismo para ser considerado

como probidtico se encuentran: colonizar temporalmente el intestino, tener la capacidad de
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adherirse a las células epiteliales y generar una respuesta beneficiosa, no toxica para el
huesped. Asimismo, debe adaptarse a la microbiota intestinal de este, sin desplazar a los

microorganismos nativos presentes (6).

Entre los efectos beneficiosos de los probidticos en el ser humano, se encuentra el
alivio del malestar digestivo, la reduccion de la duracion de la diarrea, la regulacion de la
inmunidad intestinal, la mejora de los sintomas del sindrome del intestino irritable e incluso

la proteccion ante eventos gastricos cancerigenos (7-9).

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido consideradas microorganismos
probidticos dado que numerosas investigaciones demuestran sus efectos beneficiosos para la
salud humana, convirtiendo a estas bacterias en los microorganismos mas importantes con
actividad probidtica (10). Las BAL son bacterias Gram positivo, inmoviles y no formadoras
de esporas. Comprenden alrededor de 20 géneros, entre los cuales se encuentran Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus y Bifidobacterium, siendo estos dos dltimos los més utilizados

en el area de los alimentos y los més estudiados (11).

Se han realizado diversas investigaciones para establecer las concentraciones en las
gue estos microorganismos deben ser consumidos para poder producir sus efectos benéficos
en el organismo. Asi, en Chile, el documento “Régimen de control sanitario para los
productos en formas farmacéuticas orales, elaborados con Lactobacillus spp. y otros bacilos
especificos” del Instituto de Salud Publica (ISP) establece que se requiere de un minimo de

107 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de producto terminado (12, 13).

Sin embargo, la supervivencia de los probidticos se ve amenazada por los
mecanismos de defensa que posee el propio aparato gastrointestinal, reduciendo la viabilidad

de estos una vez ingeridos (14). Este fendmeno tiene lugar dada la existencia de acidos,
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enzimas, mucosas Y otras barreras tanto fisicas como quimicas que dificultan la sobrevida de
los probidticos en este conducto. Desde la boca hasta el colon, los compuestos se enfrentan
a una variacion de pH de un rango aproximado de 1 a 7 (Figura 1), un rango muy variado
que supone la principal limitacion en la supervivencia de microorganismos probidticos y su

llegada en las concentraciones requeridas al intestino (15).

Cavidad oral
pH6,0-6.5

Estomago

Duodeno pEH 1,0-3.0

pH=6

Ciego ileon
pH=57 pH 7.4
Recto
pH 6.7

Figura 1. Valores de pH del sistema gastrointestinal. En la figura se muestran los valores
de pH de los diferentes segmentos del aparato gastrointestinal. Elaboracidn Propia. Canales,
N.; Lépez N. 2021.

El tracto digestivo comienza con la cavidad oral, en ella, los niveles de pH estan
definidos por las secreciones de las glandulas salivales, estas participan en procesos
bioquimicos y microbioldgicos, ademas, brindan proteccion al esmalte dental. La secrecion

salival no estimulada tiene un pH que varia entre 6 y 6,5; debido al bicarbonato presente en
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su composicion. Cuando se estimula la secrecion, aumenta la cantidad de este compuesto lo

que genera un aumento de pH que varia entre 7,5y 8 (16).

Luego de la ingestion de un probidtico, éste pasara rapidamente por el eséfago
alcanzando el estdbmago, en donde se espera ocurra la mayor pérdida de viabilidad de los
microorganismos, pues en este lugar se encuentra la mayor concentracion de acidos, lo que
ademas varia de acuerdo con la edad e ingestidn de alimentos, razén por la cual el pH fluctla
entre 1y 3 (17).

A continuacion, estos ingresan al duodeno, en donde la acidez disminuye
considerablemente alcanzando un nivel de pH cercano a 6. Este valor incrementa
gradualmente a traves del intestino delgado, alcanzando un valor de 7,4 en el ileon terminal.
En esta seccion se incluye un pool de proteinas proteoliticas y la secrecion biliar. Las sales
biliares son moléculas anfipaticas con actividad antimicrobiana que actian como detergentes,
producen dafo a nivel de la membrana celular y en la estructura del ADN bacteriano (17,
18). A nivel de ciego ocurre una disminucion de pH que alcanza valores cercanos a 5,7; sin
embargo, estos aumentan nuevamente en el transcurso del intestino grueso, terminando con

un pH 6,7 a nivel de recto (19).

A pesar de las condiciones adversas presentes en el sistema gastrointestinal, las BAL
son microorganismos capaces de resistir a bajos niveles de pH. Se ha demostrado que cepas
de Lactobacillus sp. son capaces de sobrevivir hasta 3 horas en pH 3 (gastrico), tiempo
suficiente para llegar al sitio de accidn en el intestino, considerando que la digestion a nivel
estomacal tiene una duracién aproximada de 2 horas (20). No obstante, cuando estas mismas
cepas son expuestas a un pH 2, la viabilidad disminuye considerablemente, sobreviviendo
tan solo durante 90 minutos en incubacion, lo que puede conllevar una menor probabilidad

de llegada al sitio de accion de los probidticos (21).
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No se conoce con exactitud los mecanismos por los cuales las BAL son capaces de
resistir a las condiciones acidas del aparato gastrointestinal, sin embargo; este fenomeno se

ha asociado a la homeostasis del pH y a bombas de protones (22).

Gracias a la produccién de &cido lactico las BAL presentan un pH citoplasméatico muy
variante de 4,5-7,0; a este gradiente interno y externo al que se ven expuestas las células
durante su paso por el sistema gastrointestinal, se le atribuye la capacidad de tolerancia a los
acidos, sin embargo; cuando el pH interno alcanza un valor umbral, las funciones celulares

se inhiben y las células mueren (23, 24).

La homeostasis del pH consiste en la regulacion del pH interno y externo (25) y es el
resultado de interacciones entre multiples sistemas de transporte, tal como se muestra en la
Figura 2. Algunas bacterias mantienen un pH intracelular (pHi) relativamente estable y
neutro en presencia de un pH extracelular (pHex) en constante cambio, no obstante; para
lograr esto, deben consumir una alta cantidad de energia, lo que condiciona el crecimiento y
multiplicacion de las BAL (26). El pHi disminuye siempre que el pH del medio disminuya,
sin embargo; el pHi siempre se mantiene en niveles mas altos (27). Por ejemplo, se ha
demostrado que Streptococcus generalmente acidifican el citoplasma desde un pH
aproximado de 7,6 a 5,7 cuando el pHex es de 4,5 (28), mientras que Lactobacillus, por el
contrario, toleran un pHi significativamente mas acido de 4,4 cuando el pHex es de 3,5 (23).
A pesar de ello, una vez que el pHex alcanza un valor entre 1,0 y 2,5, el pHi disminuye
drasticamente y se destruye la homeostasis del pH, lo que ocasiona dafios en las proteinas y
en el ADN, y las células finalmente mueren (27, 29).
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H* Espacio extracelular

H. ' H+ K0
H* A " ' H*
OO Sl I
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ADP -
’ . ATP K* Acido graso : Acido graso
H* P e saturado insaturado
y configuracion ™5 configuracion
ADP . ATP oli AR

Espacio intracelular

Figura 2. Mecanismos de tolerancia a los acidos asociados con las membranas celulares
y los sistemas de transporte de iones. Las células microbianas mantienen la homeostasis
del pH al restringir el flujo hacia adentro de protones a través de membranas celulares
altamente impermeables (1) y modular el tamafio de los canales de membrana (I1), desviando
la afluencia de protones mediante la generacion de gradientes quimiosmoticos a través de
ATPasas de potasio (I11), bombeando el exceso de protones salir del citoplasma a través de
la bomba de protones (V) y mantener la integridad y fluidez de las membranas celulares
mediante la modulacion de la composicion de acidos grasos (V). Tomado y adaptado de
Guan, N.y Liu, L., (2020) (26).

Otro mecanismo por el cual las BAL pueden sobrevivir a condiciones adversas, tiene
que ver con la capacidad de formar biofilms, los cuales constituyen una capa viscosa
integrada por ADN, proteinas y polisacaridos. Este corresponde a la primera linea de defensa
de las celulas y tiene la habilidad de soportar la disrupcion ambiental. Se ha demostrado que
la modificacion de las propiedades fisico-quimicas del biofilm constituye una importante

estrategia de sobrevivencia en muchos microorganismos.

Cuando las BAL se enfrentan a un ambiente con niveles bajos de pH, existe un
aumento en la movilidad de la membrana y en la proporcion de &cidos grasos insaturados,

esto nos indica que un cambio en la fluidez del biofilm, en la distribucién de acidos grasos y
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en la integridad de las células puede ser un potencial método utilizado por estas bacterias

para mejorar su resistencia a los ambientes acidos (22).

Otro de los mecanismos de resistencia descritos corresponde a la bomba de protones
especificamente se hace referencia a la bomba F1-Fo ATPasa que puede hidrolizar o sintetizar
ATP intracelular a través de la proteina F1, y transportar protones a través del complejo Fo.
Esta bomba es un componente sustancial para la tolerancia de acidos y su actividad esta
relacionada positivamente con la resistencia en BAL. Los niveles transcripcionales de ATP
que codifican esta proteina en L. acidophilus se encontraron aumentados en un ambiente con
bajo pH. De manera similar, en L. rhamnosus GG los niveles bajos de pH inducen la
expresion de los genes de la bomba Fi-Fo-ATPasa. Las mutaciones de esta proteina llevan a
una baja sobrevivencia de BAL en pH bajo (22).

Se ha evidenciado también, que cuando el pH citoplasmatico disminuye, los
mecanismos que protegen las moléculas bioldgicas mayores como el DNA se activan. Por
ejemplo, la expresién del gen uvrA (que codifica la subunidad A del complejo exinucleasa
ABX ultravioleta, que implica un mecanismo de reparacion mediante escision de
nucle6tidos) en L. helveticus, es inducida significativamente durante la adaptacion de la cepa
a un medio acido. De manera similar, la radiacion ultravioleta moderada (que activa la
expresion del gen) mejoro la tolerancia a los acidos en Lactococcus lactis subespecie lactis.
Por lo tanto, se puede concluir que el gen uvrA y la reparacion de nucleo6tidos por escision
cumplen funciones vitales en el proceso de reparacion de ADN dafiado por acidos y le
garantizan a la cepa una adaptacion favorable frente a medios acidificados (22).

Tambien existen procesos de neutralizacion, los que consisten en la produccién de
sustancias alcalinas como la urea, la arginina y el amonio, las cuales se encargan de
neutralizar el acido del ambiente. La ureasa por ejemplo que hidroliza la urea en didxido de

carbono y amonio, y el sistema arginina dihidrolasa que cataliza la conversién de arginina en
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ornitina, amonio y didxido de carbono. Este sistema presente en las BAL se conforma de 3

enzimas codificadas por el operon arcABC (30).

Realizando un estudio comparativo respecto a Lactobacillus casei Zhang, se observo
que en su variante acido-resistente ocurrio un aumento en los niveles intracelulares de
aspartato y arginina en un ambiente acidificado. Durante este tipo de estrés el aspartato
genera un flujo de metabolitos en via de la biosintesis de arginina. Eso indica que estas
moléculas estan relacionadas con la regulacion de la resistencia contra acidos en algunas

cepas (22).

Otro sistema enzimatico de resistencia es la fermentacion malolactica, realizada por
miembros del género Lactobacillus, consiste en la descarboxilacion de L-malato en L-4cido
lactico, el dioxido de carbono liberado ayuda a neutralizar los protones del medio
disminuyendo su concentracion. Se ha demostrado que este proceso aumenta la
sobrevivencia de L. casei en ambientes con pH 2,5 cuando se afiade una cantidad de 30 mM
de malato (22, 31).

Una vez que los probidticos alcanzan el duodeno, se ven enfrentados a la secrecion
biliar, esta es considerada como un importante factor protector del sistema digestivo frente a
microorganismos exogenos, contiene de acidos biliares conjugados, los que facilitan la
digestion y absorcion de lipidos mediante su emulsificacién, y acidos biliares libres, que se
encargan de inhibir el crecimiento de diversos microbios (32). Su accién antimicrobiana se
manifiesta al inducir dafio en la membrana, mal plegamiento de las proteinas y dafio en el

ADN por shock oxidativo y una baja en el pH intracelular (33).

Es por ello por lo que, la tolerancia a estas sales se define como una propiedad

necesaria para la sobrevivencia de las BAL, pues determina si podran resistir su paso por el
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intestino delgado y llegar al intestino grueso, en donde cumpliran su rol como probidticos
(32).

Existen mecanismos de tolerancia a las sales biliares en respuesta a los diversos
efectos que tienen estas sustancias en las células. Los &cidos biliares no conjugados como el
acido colico pueden acumularse pasivamente en el citoplasma ya que pueden cruzar
libremente la bicapa lipidica, esto lleva a una reduccion del pH intracelular causando fuga de
ciertos iones y componentes celulares, lo que tiene como resultado la muerte celular. Para
combatirlos, las células tolerantes a la bilis tienen bombas de eflujo por extrusion para los
acidos biliares, ademas; en respuesta a los altos requerimientos energéticos que significan
una situacion de estrés, estas son capaces de modificar su metabolismo de azlcares, con el

objetivo de producir mas energia, y su estado redox (33).

Otros mecanismos de resistencia descritos para BAL se relacionan directamente con
los niveles de pH intracelular alterados frente a la accion de sales biliares, el estudio de
Sanchez y col., (2006) concluye que las cepas de Bifidobacterium animalis son capaces de
tolerar estas condiciones al alterar sus patrones de fermentacion de carbohidratos con la
finalidad de producir ATP para lograr un flujo constante de protones al exterior de la célula
a través de la bomba F1-Fo ATPasa, de esta manera se regula el pH citoplasmético y se atenta

el dafio celular (34).

A pesar de la existencia de estos mecanismos, se ha demostrado que resulta necesario
reforzar su proteccién durante el paso por el sistema gastrointestinal, para garantizar un

efecto beneficioso en el organismo que los consume.

Es por esto por lo que la encapsulacién de BAL en matrices poliméricas supone una

estrategia para mejorar la viabilidad de estos microorganismos, asegurando su llegada en las
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concentraciones suficientes para desencadenar su accion (35, 36). Esta es una alternativa que
se viene aplicando hace bastantes afios en materias de investigacion, sin embargo; aun se
requiere de muchos estudios para encontrar la mejor manera de proteger a los probiéticos del

ambiente externo y a la vez permitir su llegada al intestino.

4.2. Encapsulacion de probioticos

La encapsulacion se define como la tecnologia de empaquetamiento de solidos,
liquidos y gaseosos con materiales de recubrimiento de distinta naturaleza, para dar lugar a
un producto sélido generalmente llamado capsula o microcapsula, las que se describen como
una membrana semipermeable, esférica, delgada y fuerte, con un diametro que varia desde
un par de micrometros hasta milimetros (37), siendo capaces de liberar su contenido de
manera controlada bajo la influencia de condiciones especificas (38). Para llevar a cabo este
proceso es de suma importancia contar con una matriz polimérica, la cual debe cumplir con
ciertos criterios como: no ser reactiva, no ser toxica, ser biodegradable, biocompatible y
altamente estable, de manera que proteja de manera integra al microorganismo del ambiente
(39).

Las capsulas pueden tener una forma redondeada o irregular, describiéndose
superficies lisas o rugosas (40), ademas pueden estar constituidas por una membrana simple
0 poseer uno o varios nucleos como se observa en la Figura 3. También puede estar
compuesta por una mezcla de uno o mas polimeros o conformada por una matriz polimérica
y recubierta de un material encapsulante distinto. Ademas de estas caracteristicas, una de las
mas importantes es la insolubilidad en agua, puesto que deben mantener su estructura cuando
son integradas en los alimentos como medio de proteccidn probidtica frente a las condiciones

del sistema gastrointestinal, todo esto sin evitar la liberacion de los microorganismos (41).
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Figura 3. Posible disposicion interna del material del ndcleo encapsulado en una

particula de gel de alginato. Tomado y adaptado de Ching y col., (2017) (42).

Actualmente, debido a la necesidad de mantener la viabilidad de los microorganismos
probidticos, se han desarrollado diversos estudios para establecer qué materiales de
encapsulacion resultan ser los mas adecuados para proteger y resistir las condiciones adversas

de un sistema gastrointestinal.

Estas matrices poliméricas, también Ilamadas hidrogeles son redes hidrofilicas
tridimensionales capaces de absorber grandes cantidades de agua, fluidos bioldgicos o
moléculas. Estos polimeros pueden clasificarse dentro de dos grandes grupos; los polimeros
sintéticos y los naturales, siendo una de las principales ventajas en el uso de soportes de tipo
natural, la compatibilidad que existe entre el material y los tejidos fisioldgicos (43). Desde el
punto de vista de su naturaleza quimica pueden clasificarse como polimeros quimicos
reticulados a través de enlaces covalentes o idnicos y polimeros fisicos, formados por

interacciones fisicas (44).

Hasta el momento las matrices poliméricas naturales que han sido estudiadas son

quitosan, carragenan, celulosa, goma xantan, goma gellan y alginato, siendo este ultimo por
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sus caracteristicas no toxicas, biocompatibles y con propiedades de entrecruzarse facilmente

con metales divalentes, el que ha sido mas estudiado (45).

4.3. Encapsulacién de probidticos en alginato por técnica de extrusion

4.3.1. Alginato

El alginato es un copolimero lineal polisacarido de origen natural, extraido a partir de
algas marinas pardas de la clase Phaeophyceae, géneros Macrocystis, Laminaria,
Ascophyllum, Alaria, Ecklonia, Eisenia, Nereocystis, Sargassum, Cystoseira, y Fucus. Sin
embargo, solo dos especies, Macrocystis porifera y Ascophyllum nodosum, son las que
proporcionan la mayor parte de la produccion de este polimero (46). Ademas de ser extraido
de algas, también es producido por ciertas bacterias de los géneros Azotobacter y
Pseudomonas, las que son capaces de sintetizar &cido alginico de manera extracelular como

exopolisacarido (47).

El alginato es utilizado ampliamente en la industria de alimentos como agente
encapsulante. Este polimero estd compuesto por dos unidades monomeéricas, que son el acido
D-manurénico (M) y acido L-gulurdnico (G) que se distribuyen en secciones constituyendo
blogues de tipo G (-GGG-), tipo M (-MMM-) o heteropolimeros en los que los bloques M y
G se alternan (-MGMG-) (48). Los blogues MM y MG se unen mediante enlaces
glucosidicos de tipo B1-4; mientras que los enlaces glucosidicos entre los bloques GG y MG
son de tipo al-4 (Figura 4) (46). Tanto la distribucion de sus monomeros en la cadena
polimérica como la carga y volumen de los grupos carboxilicos confieren al gel formado

caracteristicas de flexibilidad o rigidez dependiendo del contenido de G (49).
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Figura 4. Estructura quimica del alginato y sus monémeros. A) monémeros G y M. B)
GG unidos por enlace a (1>4) C) MM unidos por enlaces 3 (1->4). Tomado y adaptado de
Khotimchenko y col., (2001) (46).

El alginato es capaz de gelificar independientemente de la temperatura, lo que se
puede lograr mediante dos métodos: reticulacion idnica o precipitacion por &cidos dando
lugar a geles idnicos y geles acidos respectivamente. El gel de alginato formado por
reticulacion idnica ocurre por medio de la unién del alginato con cationes divalentes, en
donde el ion calcio (Ca*") es el mas empleado. La afinidad entre ellos esta estrechamente
relacionada con la cantidad de bloques G que contenga la solucién de alginato (42). La
visualizacion de la estructura fisica de esta reticulacion es denominada modelo “caja de

huevos” (Figura 5) (50).
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OH

Figura 5. Dibujo esquematico y coordinacion de calcio del ""modelo de caja de huevos”.
Se describe para el par de cadenas de guluronato en zonas de unién de Alginato de calcio.
Los circulos negros representan el &tomo de oxigeno involucrado en la coordinacion del ion
calcio. Tomado de Braccini, I. y Perez, S., (2001) (51).

La gelificacion y reticulacion del alginato conduce a hidrogeles con formas de perlas,
las que pueden observarse facilmente si el tamafio de ésta lo permite, sin embargo; es posible
visualizar su caracteristicas y morfologia mediante microscopia electrénica de barrido, tal

como se muestra en las Figuras 6y 7.
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Figura 6. Estructura de una perla de alginato. En la figura se muestra la estructura general
de una perla de alginato puro con las células de B. animalis subs. lactis (BB-12)
encapsuladas. Fotografia obtenida mediante microscopia electronica de barrido. Tomado de

Frakolaki y col., (2020). (40).

Figura 7. Morfologia de superficie de una perla de alginato. En la figura se muestra la
morfologia de la superficie de una perla de alginato puro con las células B. animalis subs.
lactis (BB-12) encapsuladas. Fotografia obtenida a través de microscopia electronica de
barrido. Tomado de Frakolaki y col., (2020) (40).
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Por otra parte, los geles acidos de alginato se forman cuando el pH de la solucion
desciende por debajo de la constante de disociacion (pKa) del polimero, lo que reduce la
repulsién electrostatica entre las cadenas de polimero de alginato, permitiendo la union por
medio de enlaces de hidrégeno (52), esta situacion puede darse de dos formas: de manera
rapida o lenta. La disminucion rapida del pH genera una precipitacion de las moléculas de
alginato formando agregados, mientras que una disminucion progresiva permite formar geles
en masa. Al igual que en los geles ionicos, la fuerza del gel estd correlacionada con el

contenido de blogues G en la cadena del polimero (42).

Este polimero ha sido ampliamente utilizado para la encapsulacion de probidticos,
con el objetivo de proteger a estas células de las adversas condiciones del tracto digestivo y
para ello la técnica mas utilizada para la gelificacion de alginato ha sido la extrusion.

4.3.2. Técnica de extrusion

Existen diversas técnicas para la encapsulacion de productos por medio de polimeros,
y la eleccion de una de estas técnicas dependera del material de encapsulacion y de las
propiedades fisico-quimicas que éste posea, ademas también dependerd del material o
compuesto a encapsular considerando su aplicacion final de tal manera de asegurar la
biodisponibilidad de este. Asimismo, factores como la facilidad en la realizacion de la técnica
y sus costos también son importantes al momento de elegir (53). Es por esto por lo que cuando
la matriz polimérica corresponde a alginato y éste se pretende utilizar en la industria
alimentaria para la encapsulacion de productos bioactivos como las BAL, las posibilidades
se reducen unicamente a tres mecanismos: encapsulacion mediante secado por atomizacion,

extrusion y emulsion, siendo estas Ultimas las mas utilizadas en investigacion (54).
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La extrusion es la mas ampliamente utilizada debido a su simplicidad, una de sus
principales ventajas es su bajo costo en comparacion con la emulsificacion, la cual es mas
cara porque requiere materias primas adicionales como aceite vegetal y emulsionantes para

estabilizar la emulsion (55).

La técnica de encapsulacion mediante extrusion implica la combinacion de las células
bacterianas con una solucion polimérica, cuyo resultado es liberado gota a gota a través de
una jeringa o boquilla en una solucion que contiene un agente entrecruzante, usualmente
CaCl, (55). Posteriormente se produce la gelificacion de las gotas, lo que conduce a la
formacion de perlas poliméricas (Figura 8). El tamafio y la forma de las gotas dependen del

didmetro de la jeringa y de la distancia entre la jeringa y la solucion gelificante (54).

A. Solucién
formadora

B. Solucion
entrecruzante

Figura 8. Dibujo esquematico de polimerizacion mediante método de extrusion simple.
A. solucién formadora: dispuesta en la jeringa y compuesta por una solucién polimérica y el
principio activo. B. Solucidn entrecruzante: dispuesta en el vaso de precipitado y compuesta
con solucion, usualmente CaCl, que permite la gelificacion y formacién de las perlas.

Elaboracion Propia. Canales, N.; Lopez, N., 2021.
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El método al ser simple, involucra condiciones que no ponen en riesgo la viabilidad
celular, no obstante, al igual que cualquier técnica, la polimerizacion por extrusion cuenta
con ciertas desventajas debido a que se trata de un proceso lento, en donde la formacion de
perlas o capsulas a gran escala es ineficiente, asimismo, no existe la posibilidad de obtener
microesferas de tamafio menor a 1000 um y ademas para la formacion de éstas se requiere
una solucion polimérica de alginato de viscosidad moderada o baja, aunado a esto el
procedimiento debe estar correctamente estandarizado en cuanto a la distancia desde donde
se extruye las gotas de la solucion de alginato y BAL, teniendo en cuenta una velocidad

constante de goteo (42).

De acuerdo con el estudio realizado por Frakolaki y col., (2020) que tenia como
objetivo definir los efectos de diversos agentes encapsulantes en la morfologia de las perlas
poliméricas y en la viabilidad de las células de B. animalis subs. lactis (BB-12), al utilizar
alginato de sodio, de manera individual o en una mezcla con otro agente, y someterlo a la
técnica de extrusion simple, se generan perlas poliméricas que tienen un diametro promedio
de entre 2-3 mm (40).

Debido a que la principal limitacion de la técnica de extrusion simple es la
imposibilidad de producir capsulas de tamafio micrométrico, se han desarrollado diversas
modificaciones para subsanar estas problemaéticas. De esta manera surgen tres nuevas
transformaciones en la metodologia: extrusion por ruptura de chorro, por disco giratorio y
finalmente extrusion por atomizacién (41). La primera de estas nuevas formas de extrusion
se basa en la disposicion laminar y constante de un chorro de solucion polimérica por medio
de una jeringa, el chorro es dividido en gotas mas pequefias gracias a atomizacion
electrostatica (Figura 9A), por medio de vibraciones (Figura 9B) o por un disco cuya
finalidad es cortar el chorro de polimero (Figura 9C), permitiendo la caida de gotas mas
pequefas a la solucion gelificante. Por otra parte, existe la extrusion mediante disco giratorio
en donde se dispone de un disco que gira a altas velocidades y cuya fuerza centrifuga permite

la division de la solucién polimérica en cientos de gotas de pequefio tamafio (Figura 9D), de
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la misma forma puede existir una boquilla giratoria en lugar de un disco (Figura 9E).
Finalmente, se dispone de la extrusion por atomizacion, variante que se basa en la disposicion
de un flujo de solucién polimérica la cual es incidida por un alto flujo de aire, accién que
conduce a la formacion de pequefias gotas de polimero y con ello la produccién de capsulas
de tamafio micrométrico al entrar en contacto con la solucion gelificante o entrecruzante
(Figura 9F) (42, 56).

Solucién
polimérica
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s 307 Corte por disco
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Figura 9. Dibujo esquematico de los mecanismos modificados de extrusion. A. Extrusion
mediante atomizacion electrostatica. B. Extrusion mediante vibracion. C. Extrusion de corte
por disco giratorio. D. Extrusion por disco giratorio. C. Extrusion por boquilla giratoria. F.

Extrusion mediante atomizacion. Tomado y adaptado de Ching y col., (2017) (42).
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En el estudio realizado por Kiran y col., (2015) y de acuerdo con el analisis
morfologico de las capsulas, se observé que estas eran uniformemente esféricas y de color
blanco opaco (Figura 10). La estructura externa de las capsulas reportadas se caracterizaron
por poseer una superficie rugosa con un gran namero células bacterianas (Figura 11) y cuyo
diametro variaba entre 1500 y 2000 um (57). Tamafios similares fueron reportado por Phoem
y col., (2015), estudio en donde se obtuvieron perlas de alginato de sodio con E. americana
mediante extrusion simple con didmetros de 1650 a 2050 um (58), estos resultados indican
que el didmetro de las capsulas poliméricas alcanzado mediante extrusion simple suele ser

mayor a 1000 pm.

Figura 10. Estructura de una perla de alginato. En la figura se muestra la estructura
general de una perla de alginato puro con las células OZF encapsuladas. Fotografia obtenida

mediante microscopia electronica de barrido. Tomado de Kiran y col. (2015) (57, 58).
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Figura 11. Superficie de una perla de alginato. En la figura se muestra la superficie de una
perla de alginato puro con las células OZF encapsuladas. Fotografia obtenida mediante
microscopia electrénica de barrido. Tomado de Kirany col. (2015) (57).

Sin embargo; las capsulas formadas mediante las diferentes metodologias de
extrusion modificada pueden llegar a alcanzar tamafios menores a 500 pum (41). La
investigacion realizada por Silva y col., (2016) ha demostrado que la técnica de extrusion por
ruptura de chorro permite obtener perlas de alginato de sodio de menor tamafio, sin embargo;
cuando éstas se encuentran hiumedas poseen un tamafio que varia entre 1370 y 1480 um,
didmetro que disminuye considerablemente hasta alcanzar un tamafio entre 710 y 860 um
cuando las capsulas se encuentran secas (59). Debido al secado, las perlas pierden agua, lo
gue ocasiona una disminucién de tamafio, situacion que también se ha evidenciado en el
estudio realizado por Eckert y col., (2018) en donde mediante el método de extrusion por
ruptura de chorro se obtuvieron perlas de alginato con un tamafio cercano a 160 pm, el cual

disminuy6 a 100 pum tras el secado (60).

El método de extrusidn por disco giratorio es escasamente utilizado, sin embargo; se
ha reportado en la literatura, la investigacion realizada por Zhou y col., (2018) utiliz6 un
sistema de procesamiento de particulas ultrafinas cuya metodologia de extrusion
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correspondié a un disco giratorio, sistema con el cual obtuvieron microcapsulas de pequefio

tamafio (20-100 um) posterior al secado por liofilizacion (61).

La técnica de extrusion por atomizacion se ha utilizado en investigacion. Se han

reportado diametros de 97,1 + 0,4 um en perlas de alginato y alginato-quitosan, asi como

también didmetros levemente inferiores con una media de 72 um en microcapsulas de

alginato con aceite de girasol (62, 63). En la Tabla 1 se muestran los diferentes tamafios de

perlas de alginato alcanzados por las diferentes técnicas reportadas en la literatura.

Tabla 1: Didmetro de capsulas de alginato reportado en la literatura de acuerdo con

los diferentes métodos de extrusion.

Método de

extrusion

Extrusion

simple

Extrusién por
ruptura de

chorro

Material de

encapsulacion

Alginato de sodio

Alginato de sodio
con extracto de E.

americana

Alginato de sodio

Alginato de sodio

con pectina

Tamario de las

capsulas (um)

1500-2000

1650- 2050

710-860

100

Referencias

(57)

(58)

(59)

(60)
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Extrusién por Alginato de sodio 20-100 (61)
disco giratorio

(62)
Extrusion por  Alginato de sodio y 97,1+£0,4
atomizacion Alginato-quitosan
Alginato de sodio (63)

con aceite de girasol

Fuente: Elaboracion propia

4.4. Probidticos encapsulados en matrices de alginato por técnicas de extrusion

y analisis de supervivencia en su paso por el SGI

Se ha evidenciado que la exposicion de probidticos encapsulados en perlas de alginato
a fluidos gastricos e intestinales, si bien aumenta la viabilidad celular con respecto a células
libres, no es suficiente para alcanzar las concentraciones en el sitio de accion. Un estudio
realizado por Frakolaki y col., (2020) sugiere que la red porosa de las perlas compuestas de
alginato se comporta como un escudo débil para las células probidticas BB-12 frente a la
exposicion a fluidos gastricos simulados (FGS) durante un tiempo de 90 minutosapH 2y a
fluidos intestinales simulados (FIS) durante 30 minutos a pH 5, ambos a una temperatura
constante de 37 °C, esto ocurre debido a que el alginato pierde su resistencia mecanica a
través del tiempo, ademas de llevar a la pérdida del material encapsulado desde el nucleo
hacia el exterior durante el almacenamiento, lo que finalmente reduce su efecto protector
(40). Esta situacion supone una limitacién y a la vez un desafio a resolver en términos de

investigacion.
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Debido a todas las problematicas antes expuestas, es que a continuacion se analizaran
criticamente los estudios sobre la supervivencia de probidticos encapsulados mediante
técnicas de extrusion en matrices de alginato y se revisara aquellos estudios de liberacion de

estos microorganismos en condiciones simuladas de un sistema gastrointestinal.

Un estudio llevado a cabo por Zeashan y col., (2020), que tenia como objetivo evaluar
la viabilidad y estabilidad de probidticos libres y encapsulados bajo condiciones
gastrointestinales simuladas, utilizé una cepa de Lactobacillus acidophilus y la sometié a
encapsulacion con alginato de sodio al 2%, un aislado de proteina de soya al 2% y una
combinacion de ambos en razon 1:1. Se realizaron dos disefios experimentales, uno que
evaluaba la resistencia a los medios &cidos y otro que evaluaba la resistencia de las perlas en
dos compartimentos simulados del sistema gastrointestinal (64).

En primer lugar, se evalud la viabilidad de las perlas poliméricas tras ser sometidas a
niveles de pH 2,3y 6,5 durante una incubacion de 3 horas a 37 °C. Los resultados muestran
que a pH 2, la encapsulacion con alginato aumenta la viabilidad de 2,3 + 0,12 log CFU a 6,1
+ 0,31 log CFU, respecto a las células libres. Lo mismo ocurre a pH 3 donde los valores
suben de 3,5+ 0,18 log CFU a 6,9 + 0,35 log CFU. En segundo lugar, se evalug la viabilidad
de las perlas poliméricas tras ser sometidas a dos compartimentos que simulaban el ambiente
gastrico, con un jugo de pH 2,5y otro que simulaba el ambiente intestinal, con un jugo de
pH 7,5; que ademas incluia sales biliares. En este caso el ensayo se realizé a 37 °C por un
tiempo de 100 minutos, evaluando la viabilidad cada 25 minutos. Los resultados indican que,
en un ambiente gastrico al minuto 100, la encapsulacion con alginato aumenta la viabilidad
de 3,5+ 0,18 log CFU a 7,05 + 0,35 log CFU, respecto a las células libres. Lo mismo ocurre
en un ambiente intestinal, donde los valores aumentan de 3,5 + 0,18 log CFU a 7,05 + 0,35
log CFU (64).
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Respecto a la encapsulacion con un aislado de proteina de soya, los resultados eran
levemente mayores a los de alginato en todos los ensayos, sin embargo, ambos eran menores
a los obtenidos tras utilizar una combinacion de alginato y proteina de soya. Esta sugiere que
la eficacia del alginato puede ser mejorada al utilizar otro compuesto encapsulante en

conjunto (64).

Estudios han indicado que la encapsulacion de probidticos puede ser mejorada adn
mas al introducir sustancias prebidticas (almidon resistente, inulina o fructooligosacaridos)
o crioprotectores (glicerol) en la mezcla encapsulante (40), asi como también se pueden usar

mezclas de alginato y otros polimeros (65).

La supervivencia de las bacterias probidticas durante su paso por el SGI depende en
gran medida de la cepa, es por esto por lo que, una de las principales consideraciones es
seleccionar el microorganismo adecuado. Asimismo, es de gran importancia poder generar
los criterios adecuados para la seleccion del o los materiales encapsulantes y concentracion
de estos (66).

Los estudios de supervivencia se realizan en condiciones fisioldgicas simuladas, en
donde se expone a las BAL encapsuladas principalmente a soluciones gastricas con pepsina
y cloruro de sodio ajustadas a pH 1-3 con &cido clorhidrico (HCI), asi también, se exponen a
soluciones intestinales en donde el principal componente son las sales biliares y pancreatina

ajustando el pH en rangos entre 7,4-7,5 (57, 67).

Para analizar el nUmero de bacterias viables generalmente se realiza un recuento
bacteriano por medio de la técnica de siembra en placa. Esto se lleva a cabo tomando una
muestra inicial de los probioticos encapsulados 0 no encapsulados y tomando alicuotas a

través del tiempo de exposicion de los probidticos y/o al final del ensayo, el recuento de
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Unidades formadoras de colonias permite calcular el porcentaje de supervivencia alcanzada
(57, 67, 68).

Se ha demostrado, por ejemplo, que Lactobacillus ramnosus microencapsulados en
una matriz de alginato han mantenido su viabilidad por méas de 48 horas a un pH 2, mientras
que por el contrario, las células libres sin encapsular fueron inactivadas, aun encontrandose
en las mismas condiciones (69). Asimismo, microorganismos probidticos como
Lactobacillus gasseri y Bifidobacterium bifidum encapsulados en una matriz de alginato
recubiertos con otro tipo de polimero como el quitosan (polimero polisacarido de origen
natural) mejora la viabilidad celular al enfrentarlas a las condiciones adversas del tracto
gastrointestinal (70). De la misma manera se ha demostrado que bacterias &cido lacticas
microencapsuladas en una matriz de alginato suplementado con glucosa y con recubrimiento
de quitosan obtuvieron una mejora significativa de la viabilidad celular en condiciones
simuladas de un sistema gastrointestinal in vitro, en donde las células bacterianas se
expusieron a bajos niveles de pH durante un periodo de 2 horas, en comparacién con la
viabilidad de células no encapsuladas y de células encapsuladas pero sin recubrimiento de

quitosan bajo condiciones de ensayo similares (71).

lyer y Kailasapathy (2005) encontraron que las células probidticas L. acidophilus
CSCC 2400 co-encapsuladas con quitosan y almidén poseen una mayor supervivencia frente
a una incubacion en acido y sales biliares durante 3 horas a pH 2, en comparacién a la misma
cepa encapsulada en alginato solo, los autores asumieron que los granos de almiddn
insolubles en agua podrian bloguear los poros de las capsulas y, por lo tanto, reducir la

difusion del acido en la red, lo que permite una mejora en la supervivencia (72).

Un estudio realizado in vivo de la supervivencia de la levadura Saccharomyces
boulardii en microcapsulas de alginato con y sin recubrimiento de quitosan indico que el

13,3% de la levadura no recubierta y el 9% de la levadura recubierta ingerida eran viables en
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las heces de rata después de 6 horas de administracion de las capsulas, mientras que solo el
2% de las células libres sobrevivian. EI mismo estudio in vitro no obtuvo resultados
estadisticamente significativos en cuanto a la supervivencia de la levadura recubierta y no
recubierta, por lo que el estudio concluyé que el recubrimiento de microesferas con quitosano
no proporciona ningun beneficio adicional para la sobrevida del microorganismo (73). No
obstante, un estudio realizado por Lee y col., (2019) demostr6 que L. acidophilus
encapsulados en alginato (ALG), alginato-quitosan (ALG-CHI) y células libres no presentan
una disminucién en la viabilidad cuando son expuesta a fluidos salivales simulados durante
2 minutos a 37 °C y con un pH neutro (7,0), sin embargo; al ser expuestas a FGS durante
tiempos de 1y 2 horas, a 37 °C y a pH 1,5; la supervivencia de los probioticos encapsulados
en ALG, ALG-CHI y células libres disminuyd aungue no con significancia estadistica, no
obstante; tras 120 minutos de incubacion hubo un descenso significativo en la viabilidad de
células libres con una tasa de solo 46,5% mientras que las células encapsuladas con alginato

y alginato-quitosan mostraron 63% y 81,6% de supervivencia, respectivamente (62).

Resultados similares fueron reportados por Chavarri y col., (2010), en donde la
supervivencia celular después de la exposicién a FGS (pH 2) durante 5 min fue del 95%,
94%, 78% y 66% de la poblacion inicial dispuesta en las capsulas de alginato recubiertas de
quitosano con B. bifidum, L. gasseri, L. gasseri libre y B. bifidum libre, respectivamente. Tras
120 minutos de exposicion, solo las células de B. bifidum y L. gasseri encapsuladas fueron
resistentes al medio acido, manteniendo su concentracion en mas de 10° UFC/mL. No
obstante, la viabilidad de las células libres de B. bifidum y L. gasseri se redujo
considerablemente al ser expuestos a FIS a pH 6 durante 120 minutos, sin embargo; la célula
mas susceptible a la solucién de sales biliares fue B. bifidum, por el contrario, la
supervivencia de las bacterias microencapsuladas después de la exposicion a FIS durante 120
minutos fue del 98,86% y el 96,72% de la poblacion inicial encontrada en L. gasseri y B.
bifidum encapsulados con alginato y recubrimiento con quitosan, respectivamente (70),
sugiriendo que las microesferas de alginato recubiertas de quitosan son mas efectivas para
proteger las bacterias probidticas de las sales biliares presentes en los fluidos intestinales, el

efecto protector de este polimero sucede debido a una reaccion de intercambio iénico cuando
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las perlas absorben la sal biliar (74), por lo que la difusion de la sal biliar en las perlas puede
ser limitada, lo que evita la interaccion de los probidticos encapsulados con la sal biliar. El
quitosan, forma una membrana semipermeable alrededor de un polimero cargado
negativamente como el alginato. Esta membrana no se disuelve en presencia de quelantes de
Ca?* 0 agentes antigelizantes y, por lo tanto, mejora la estabilidad del gel y proporciona una

barrera a la liberacion celular (75).

La segunda fase del estudio realizado por Lee y col., (2019) permitié evaluar la
supervivencia de las combinaciones ALG y ALG-CHI durante una exposicion la fase gastrica
simulada, en las condiciones anteriormente mencionadas, con tiempos de 0, 1y 2 hrs. y
también la fase intestinal simulada frente a un pH 6,5 en diferentes tiempos (0, 2 y 4 hrs.),
los resultados de esta parte del estudio permitieron corroborar que las tasas de supervivencia
del probidtico L. acidophilus son mayores cuando este es encapsulado en una matriz
polimérica de ALG-CHI y es expuesto a FGS y FIS durante tiempos diferentes (62), tal como
se muestra en la Tabla 2. Este estudio contradice los resultados obtenidos para el estudio in
vivo de S. boulardii en heces de rata.
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Tabla 2. Numero de células encapsuladas y libres después de la exposicion a SGF y SIF.

Células libres
(Log UFC/g)

Fase Fase
intestinal (h)

Celulas encapsuladas (Log UFC/g)

gastrica (h)

Alginato Alginato/Quitosan
9.44 + 0.56"2 9.24 + 0.67/2 9.25 + 0.58%2
(100%)* (100%) (100%)
7.21+1.138 7.86 + 0.7952 7.98 + 0.75B2
(76.4%) (85.1%) (86.3%)
5.44 + 0.40¢2 6.18 + 0.91¢2 6.46 + 0.51¢P2
(57.6%) (66.9%) (69.8%)
3.47 +0.32P¢ 4.59 + 0.49P° 5.94 + 0.66°2
(36.7%) (49.7%) (64.2%)
4.32 + 0.42¢P¢ 5.93 + 0.66¢P 7.53 + 0.83B¢2
(45.7%) (64.2%) (81.4%)
2.96 + 0.420P 3.78 + 0.96P%® 4.50 + 0.30F2
(31.4%) (41.0%) (48.7%)
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4 2.31 +0.86°° 3.45 + 0.30Pa 3.79+0.61%2

(24.4%) (37.3%) (40.9%)

A-E Letras diferentes dentro del mismo tratamiento (células encapsuladas y libres) son
significativamente diferentes (p <0.05).

a-c Letras diferentes con el mismo tiempo de exposicion son significativamente diferentes (p
<0.05).

* El porcentaje entre parentesis significa la tasa de supervivencia en comparacion con el

namero inicial de celulas. Tomado y adaptado de Lee y col.,2019 (62).

Se ha descrito en la literatura una concentracion optima de polimero encapsulante
para la supervivencia de los probi6ticos en condiciones gastricas, esta se compone de alginato
de sodio al 3%, pues ha demostrado ser eficiente en la mantencién de la sobrevida de lo
probidticos (66). No obstante, estudios realizados por Haghshenas y col., (2015) reportan una
tasa de supervivencia cercana a 37% al someter a bajos niveles de pH cepas de L. plantarum
15HN en matrices de alginato a diferentes concentraciones. De las concentraciones utilizadas
las que proporcionaron mejores tasas de supervivencia estuvieron compuestas por alginato
al 2%, alginato al 1,5% mas Psyllium al 0,5% y alginato al 1,5% mas fenogreco al 0,5%
respectivamente (67). Por otro lado, también se han reportado tasas de supervivencia
superiores al 58% en formulaciones compuestas por alginato y Psyllium en diferentes
proporciones como agentes encapsulante de L. acidophilus, esto luego de su exposicion a

acidos durante 2 horas (76).

Resultados similares a los anteriormente descritos obtuvo Kiran y col., (2015) cuyo
estudio tenia como objetivo conocer los efectos de la concentracién alginato, del cloruro de
sodio y el tiempo de gelificacidn en la mejoria de la estabilidad de las capsulas en condiciones

de un SGI simulado. Como resultados se obtuvo que la viabilidad de las células encapsuladas

42



y sometidas a pH 2 durante 3 horas, mejord significativamente al utilizar una concentracién
al 1,8% de alginato de sodio, mientras que una concentracion al 0,75% condujo a la falta de
uniformidad de las capsulas y la concentracién de alginato superior al 2% provoco el bloqueo
de la boquilla utilizada para el método de extrusion, por el contrario, las células no

encapsuladas presentaron una pérdida total de la viabilidad (Figura 12) (57).
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Figura 12. Efectos de la concentracion de alginato como agente encapsulante para
mejorar la viabilidad de Pediococcus pentosaceus OZF en condiciones gastricas
simuladas. (pH 2,0 durante 3 h; *P < 0,05). Tomado y adaptado de Kiran, y col., (2015).
(57).

Resultados semejantes se obtuvieron en otro estudio, en donde las tasas de
supervivencia de E. durans IW3 encapsuladas en alginato al 1%, 1,5% y 2% fueron de 76%,
78% y 84%, respectivamente, resultados que indican que el alto porcentaje de alginato (2%)
es capaz de mantener la capacidad de supervivencia de los probiéticos de mejor forma que
el bajo porcentaje (1%) (77). No obstante, estudios realizados por Lépes y col., (2017)
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sugieren que mayores recuentos de células viables de L. rhamnosus se obtienen a menores
concentraciones de alginato, de esta forma concentraciones al 1% p/v de alginato permiten
obtener mayores recuentos bacterianos posterior al almacenamiento mayor a 120 dias, lo que
esta dado principalmente por el aumento de la viscosidad del polimero lo que dificulta el
trabajo de encapsulacion (78). Esta discrepancia entre los resultados de ambas
investigaciones puede esta dada por la naturaleza de la investigacion, si bien una evalla la
viabilidad de bacterias posterior a la exposicion a condiciones simuladas del SGI, la segunda
permite conocer las concentraciones adecuadas para el almacenamiento de probidticos
encapsulados durante un tiempo prolongado, situacion que también conlleva una pérdida de
microorganismos. Por otra parte, la cepa utilizada como bioactivo en la investigacion
realizada por Nami y col., (2016) correspondid al probiotico E. durans IW3, del cual se
describe en la literatura que presentan una baja viabilidad celular en condiciones de
exposicion severa a acidos y sales biliares, por lo que se puede inferir que la utilizacién de
alginato como agente encapsulante en concentraciones cercanas al 2% pueden mejorar
significativamente la supervivencia celular bajo condiciones de ensayo (77) en contraste con
los resultados descritos en la literatura para el microorganismo probidtico L. rhamnosus
utilizado en la investigacion realizada por Lopes y col., (2017), el cual evidencia una

adaptabilidad 6ptima en condiciones de bajo pH y en presencia de sales biliares (78, 79).

Ademas de las concentraciones de alginato, se debe tener en cuenta otros pardmetros
en la mantencién de la viabilidad bacteriana, factores como la suplementacion con agentes
proteicos, lipidicos o carbohidratos, las condiciones de almacenamiento de las capsulas, asi
como también el recubrimiento de estas perlas de alginato con una segunda capa de otro
polimero, pueden conllevar a una mejora en la supervivencia probio6tica en mayor o menor

medida.

Uno de los diversos estudios de encapsulacion realizados demuestra la efectividad en
la utilizacion de alginato como agente encapsulante respecto a probi6ticos libres, sin

embargo; destacan la importancia en el recubrimiento de éstas con una segunda capa de
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biopolimero, un ejemplo de ello es la investigacion realizada por Varankovich y col., (2017)
en donde se evaluo la supervivencia de dos tipos de especies probidticas: L. rhamnosus y L.
helveticus, las cuales fueron encapsuladas en alginato y suplementadas con proteinas de
guisante (PA), asi como también se encapsularon en alginato, suplementadas con proteina de
guisante y recubiertas con quitosan (PAC). Estas perlas poliméricas fueron expuestas a
condiciones de un ambiente gastrico simulado. Tanto las capsulas PA'y PAC con las especies
bacterianas encapsuladas fueron sometidas a fluidos estomacales simulados durante 2 horas
y posteriormente se expusieron a liquidos intestinales simulados durante un periodo de 3
horas. Los resultados fueron concluyentes, las microcapsulas de PAC proporcionaron una
proteccion significativamente mejor, con una disminucion en los recuentos viables de solo
0,7 log UFC/g en comparacion con una disminucion de 1,5 log UFC/g en las microcapsulas
de PA después de la prueba (80).

Por otro lado, Liao y col., (2019) demostraron la efectividad en la coencapsulacion
de probidticos con oligosacaridos, para ello encapsularon la cepa probidtica Lactobacillus
fermentum L7 en perlas de alginato solo y perlas de alginato con los oligosacéridos:
galactooligosacaridos (GEC), isomaltooligosacaridos (IEC), fructoligosacaridos (FEC) y
xilooligosacaridos (XEC). Posteriormente, sometieron las diferentes capsulas y las células
libres durante 120 minutos en FGS a pH 2,5 y luego durante 120 minutos a pH 7,4. Los
resultados indicaron una disminucién sucesiva en la supervivencia de las células libres tras
la exposicion a los fluidos gastrointestinales, mientras que se obtuvo una supervivencia
mayor de probidticos en las capsulas de alginato solo tras una exposicion de 4 horas, no
obstante, la supervivencia de las células encapsuladas con los oligosacaridos fue
marcadamente mayor, demostrandose una mejor capacidad protectora en la composicion de

alginato y FEC, sequido de XEC, IEC y finalmente GEC, respectivamente (81).

La mayoria de los oligosacéaridos se hidrolizan en la parte superior del tracto
gastrointestinal, sin embargo, algunos oligosacaridos presentan propiedades fisicoquimicas

especificas y resisten al proceso digestivo, alcanzando el colon en donde pueden ser
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metabolizados por las bacterias probioticas presentes, entre ellas Lactobacillus (82, 83). Por
lo que, ademas de la funcion de proteccion, los oligosacaridos atrapados en la pared de la
capsula también podrian proporcionar fuentes de carbono selectivas para Lactobacillus e

incluso promover la proliferacion de las células de la cepa L7 (84, 85).

Resultados similares obtuvieron Wu y Zhang, (2018) en su estudio en el cual
evaluaron los efectos de la encapsulacion de Lactobacillus plantarum en capsulas
compuestas de alginato alginato y arabinoxilano (86), oligosacarido compuesto de xilosa y
arabinosa, que ademas puede tener fracciones mas bajas de manosa, galactosa, glucosa y
acidos ferulico, glucuronico y fitico (87). Al exponer la cepa bacteriana a FGS a pH 2 durante
60 y 120 minutos y a FIS pH 6,8 durante 4 horas, se evidencid una notable mejora tanto en
la eficiencia de la encapsulacion como en la resistencia a las sales biliares por parte de las
células (88), lo que se sustenta en la mayor resistencia a la hidrolisis acida por parte de este

oligosacarido, lo que le confiere mayores ventajas respecto a otros como la inulina (89).

De la misma manera, se evaluo la viabilidad de Lactobacillus rhamnosus GG libres
y encapsuladas en cuatro distintas formulaciones: alginato de calcio, alginato con poli-L-
lisina, alginato de calcio suplementado con prebiético isomaltooligosacarido (IMO) y
alginato de calcio con IMO, las formulaciones fueron sometidas a FGS a pH 2 durante un
tiempo maximo de 2 horas y luego a FIS a pH 6,8. Se observé gque la viabilidad de las células
libres y las encapsuladas en las distintas formulaciones disminuyeron a lo largo de la
digestién gastrointestinal con las viabilidades mas bajas presentadas por las células libres,
puesto que posterior a una incubacion durante una hora en FIS ya no se observaron células
viables (90), lo que demostr6 que L. rhamnosus GG tenian una alta sensibilidad hacia la
condicion gastrointestinal simulada (91, 92). Por el contrario, todas las células probidticas
encapsuladas en las diferentes formulaciones tuvieron una tasa de supervivencia mayor a las
células libres, sin embargo; se evidencid que estas formulaciones, las perlas de alginato solo
sin prebidtico es la menos efectiva para mejorar la tolerancia al acido de la cepa probidtica,

lo que puede explicarse por la superficie porosa de las capsulas de alginato que permiten que
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el FGS logre ingresar a las capsulas, afectando la supervivencia de las células (90, 93). La
formulacién de alginato y poli-L-lisina presentd una tasa de supervivencia mayor respecto a
alginato solo, lo que indica que la presencia de recubrimiento con poli-L-lisina en las perlas
puede preservar la viabilidad de las células bacterianas en fluidos gastricos, puesto que la
adicion de la lisina permite reducir la porosidad de las capsulas de alginato lo que aumenta
la integridad fisica de la matriz encapsulante (94, 95). Las formulaciones de alginato-IMO
mantuvo la supervivencia en al menos un 70%, lo que permite evidenciar que el
isomaltooligosacarido es capaz de proteger a la cepa de L. rhamnosus GG tras la incubacion
en FGS, ya que puede servir como fuente de carbono para las cepas bacterianas (90), lo que

también ha sido demostrado por otros estudios (29, 96).

Las condiciones de almacenamiento de las perlas también influye en los ensayos de
viabilidad, pues se ha demostrado que posterior a un almacenamiento de 9 semanas a
diferentes temperaturas, a distintas condiciones atmosféricas (con y sin vacio) y ulterior a un
ensayo bajo las mismas condiciones gastricas simuladas in vitro, mencionadas con
anterioridad, la viabilidad celular con un almacenamiento a 4 °C es significativamente mejor
en relacion al almacenamiento a temperatura ambiente, con pérdidas en los recuentos de
células viables de 1,3 y 1,9 log UFC/g con y sin vacio, respectivamente (80). Bajo estas
mismas condiciones la adicién de un recubrimiento de quitosan a las microcapsulas conduce
a una viabilidad celular significativamente mejorada, en donde diversos estudios han
reportado que no se observan pérdidas en los recuentos de células viables después del
tratamiento con jugos gastrico e intestinales simulados en muestras almacenadas a diferentes

temperaturas o condiciones atmosféricas (80, 97).

En una segunda parte del estudio realizado por Kiran y col., (2015) cuyo objetivo era
encontrar el polimero mas apropiado como material encapsulante, se evalué y comparo la
viabilidad de las células OZF luego de ser encapsuladas en alginato, recubiertas con distintos
biopolimeros y sometidas al sistema gastrointestinal simulado in vitro. Las combinaciones

resultantes correspondieron a: Alginato (ALG), alginato con lactulosa (LAC), doble capa de
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alginato, alginato con suero, alginato con poli-L-lisina, siendo estos ultimos dos reforzados

con una tercera capa de alginato de sodio al 0,1%, y finalmente alginato con quitosan (57).

Respecto a las capsulas no recubiertas, las células OZF libres perdieron su viabilidad
completamente mientras que la encapsulacion con alginato elevo este valor de 0 a 5,05+ 0,11
log. La adicion de LAC a las capsulas de alginato aumento la viabilidad en 1,1 + 0,17 log.
Respecto a las capsulas recubiertas, las formadas por alginato con suero y alginato con poli-
L-lisina, presentaron valores de 6,45 = 0,11y 6,65 £ 0,25; respectivamente. Sin embargo, se
destaca la utilizacion de quitosan debido a la baja pérdida de viabilidad, de alrededor de 1,4
log, y demostrando proveer una mejor proteccion para las células OZF que el alginato, el

suero y la poli-L-lisina (57).

4.5. Liberacion de BAL encapsuladas en matrices de alginato

En las matrices poliméricas basadas en alginato la liberacion del producto
encapsulado o principio activo es liberado mediante difusion o erosién desde el nucleo hacia
el exterior. La difusion se torna mas facil para aquellos agentes de bajos pesos moleculares,
los que pueden difundir libremente disminuyendo la eficiencia en la encapsulacion, mientras
que la liberacion mediante erosién ocurre cuando existe una desintegracion en la superficie

de la capsula, lo cual puede estar dado por diferentes situaciones (42).

La desintegracion de geles de alginato puede ocurrir a pH alto o en presencia de
quelantes de cationes como EDTA vy citrato, cuando esto sucede la matriz de alginato se
hincha debido a la disociacion de la matriz de gel causada por el intercambio idnico del cation
gelificante con iones de Na?* del medio ambiente (98). Los materiales del ndcleo se liberan
a medida que el gel se hincha debido a la reduccion de la densidad de reticulacion, esta

liberacion ocurre rapidamente a medida que la matriz de gel se erosiona (99).
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Para la evaluacion de la tasa de liberacidn de bacterias probioticas desde perlas de
alginato se deben incubar las perlas en una solucién, dependiendo del estudio, esta puede ser
un tampdn, soluciones gastricas o intestinales simuladas, todo bajo ciertas condiciones de
pH, temperatura y agitacion, para luego tomar muestras de la solucion y realizar un conteo
de las unidades bacterianas liberadas, este proceso generalmente se realiza por medio de la

metodologia de vertido en placa (67, 77, 100).

Un estudio realizado por Nami y col., (2017) indicd que los probiéticos E. durans
IW3 fueron liberados a mayor velocidad cuando éstos se encontraban encapsulados en una
matriz de alginato con goma ardbiga o en una matriz de alginato con extracto de Psylliumy
eran expuestos a FIS, esto se evidencio en la aparicion de células liberadas transcurridos 60
minutos desde la exposicion, en comparacién con la liberacion de los probidticos
encapsulados Gnicamente en alginato, cuya liberacion se evidencio transcurridos 90 minutos
bajo las mismas condiciones (77). Esta situacion de rapida liberacion de células en capsulas
de alginato con goma arabiga y alginato con extracto de Psyllium puede deberse a erosién

por hinchamiento.

Otra investigacion realizada por Kaewland y col., (2017) estudi6 la capacidad de
Lactobacillus rhamnosus GG encapsuladas en alginato con proteina aislada de cacahuate de
bambara (BGPI) para liberarse de las capsulas cuando éstas eran expuestas a FIS a pH 7
durante un total de 4 horas. Después de 30 min de exposicion, se liberaron ~6,4 log UFC/mL
de células viables y continuaron alcanzando ~8,0 log UFC/mL durante un periodo de 4 horas
(101). La liberacion de células probidticas de las capsulas en FIS puede explicarse por el
aumento en la degradacion de las capsulas probioticas debido a la presencia de NaHCO3 y
pancreatina. Se ha evidenciado que el Na* de NaHCO3 es capaz de actuar como un agente
anti-gelificante que causa la interrupcion en la red de alginato-calcio, mientras que la enzima
proteasa podria hidrolizar parcialmente BGPI y provocar la ruptura de la capsula, lo que
ocasiona la mayor liberacion de probidticos desde la matriz polimérica (75).
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Segun Barros y col., (2015) al someter L. casei liofilizadas encapsuladas en perlas
poliméricas conformadas por alginato-lactosa recubiertas mediante el sistema de
recubrimiento entérico seco Acryl-Eze® a una fase con FGS a pH 1,8 durante 2 horas, los
probidticos son retenidos en la matriz, sin embargo; cuando estos son transferidos a FIS a pH
7, se produce un desintegracién de la esfera dando una liberacion explosiva de células viables
después de 1 hora, para luego aumentar lenta y moderadamente durante las siguientes 3 horas.
Lo que indica que la liberacion de microorganismos probiéticos sucede en el paso desde el
entorno gastrico al entorno intestinal sin afectar la viabilidad de estas. No obstante, cuando
L. casei se encuentra sin recubrimiento esta evidencia los mismos patrones de liberacion
respecto de las recubiertas, sin embargo; no protege totalmente las células, evidenciando una

pérdida de la viabilidad celular durante el transito gastrointestinal (102).

Tal como se evidencio en la presente revision bibliografica, la encapsulacion con
alginato permite proteger a las BAL del pH acido presente en los fluidos gastricos y de la
accion de las sales biliares presentes en los fluidos intestinales, sin embargo; la viabilidad en
muchas ocasiones no alcanza las concentraciones adecuadas para asegurar la llegada de los
probidticos a nivel intestinal, por lo que se sugiere el recubrimiento con otro polimero o el
uso de prebidticos. A continuacion, se presenta en la Tabla 3 los efectos del material
encapsulante y fluidos gastricos simulados en la supervivencia de probi6ticos reportados por

diferentes autores.
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Tabla 3. Efectos del material encapsulante y fluidos gastricos simulados en la supervivencia de probidticos.

BAL encapsulada Metodologia de Material de Tamano pH %
extrusion encapsulacion de "FGS FIS Supervivencia* Referencias
capsulas
(Lm)
L. acidophilus Extrusion por Alginato (1,5%) con 622,00 = 2 7,5 60,92 (103)
ruptura de chorro isomaltooligosacarido 87,4
(3,0%)
L. acidophilus Extrusion por Alginato de sodio (1%), 70,4 18 75 64 (104)
atomizacion quitosan (0,4%) y almidon
L. casei shirota Extrusién simple Alginato de sodio 0,5% 1290+£320 2 7,2 78,97 (105)
Alginato de sodio 1% 1340 + 280 80,80
Alginato de sodio 1,5% 1500 * 260 80,79
Alginato de sodio 2% 1560 + 280 82,80
Alginato de sodio 2,5% 1630 % 300 84,91
Alginato de sodio 3% 1790 £ 270 80,03
L. rhamnosus Extrusién por Alginato con extracto de 715,44 + 2 74 79,88 £ 0,71 (106)
ruptura de chorro poroto negro 13,05
L. plantarum Extrusion simple  Alginato de sodio y leche 1553 25 75 83,25 (207)

desnatada

o1



Alginato de sodio y 1583 67,36
dextrina
Alginato de sodio y 1492 80,96
quitosan
Alginato de sodio y 1635 62,52
proteina de suero
desnaturalizada
L. plantarum Extrusion simpe Alginato de sodio (2%) 1860 89,6 (108)

*Porcentaje de supervivencia tras la exposicion a FGS y posteriormente a FIS.

Fuente: Elaboracion propia.
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5. CONCLUSIONES

Los probidticos presentan mecanismos que les otorgan cierto nivel de tolerancia a
medios &cidos y a la accion de sales biliares, sin embargo, su larga exposicion a estos
ambientes durante el proceso de digestion significa una sobrecarga y trae como consecuencia
el dafio de biomoléculas importantes para la sobrevivencia de las células bacterianas, como
el ADN. Con la finalidad de protegerlos, se han realizado estudios de encapsulacién en
alginato, los cuales han demostrado mejorar la sobrevida de los probiédticos hasta llegar a su

sitio de accion.

La técnica de extrusion es una metodologia simple que con ciertas modificaciones
permite generar perlas poliméricas con las caracteristicas morfologicas requeridas para su

utilizacion en los procesos de encapsulacion de probi6ticos, todo esto por un bajo costo.

Los estudios analizados sugieren que la encapsulacion con alginato es insuficiente
para la proteccién de los probio6ticos debido a sus propias caracteristicas, una medida
correctiva planteada es la utilizacion de otros polimeros, naturales e inocuos para el ser
humano, en combinacién con el alginato, esto permite mantener la viabilidad de las células

a través del sistema gastrointestinal y a la vez, que estas sean liberadas de manera adecuada.
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