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Resumen

La encapsulacion proporciona a las bacterias probioticas una barrera fisica la cual le permite incrementar su
resistencia a condiciones adversas como lo es el transito gastrointestinal en donde se presentan pH muy
acido y presencia de sales biliares y enzimas diversas. Ademas de brindar proteccion, incrementa su
resistencia y viabilidad asegurando de esta manera que al ser consumidos se aporten los beneficios que se
les confieren a la salud. El alginato es uno de los agentes encapsulantes mas utilizados y puede combinarse
con diversos extractos naturales, como el mucilago de nopal el cual es una sustancia de interés, ya que
debido a sus propiedades tiene diversas aplicaciones en la industria de alimentos y cosméticos. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el potencial del mucilago de nopal en combinacién con el alginato como agente
encapsulante. Se evaluaron diferentes mezclas de alginato/mucilago para la encapsulacion de una cepa de
Lactobacillus plantarum. Se elaboraron las microcapsulas utilizando la técnica de extrusion y posteriormente,
se determind su viabilidad, eficiencia de encapsulacién, tamafio, peso y color. El resultado muestra que la
mezcla alginato/mucilago en relacién 1:1 es util para la encapsulacion de Lactobacillus plantarum.
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Introduccion

El grupo de Bacterias Acido Lacticas (BAL) esta constituido por diversos géneros bacterianos, siendo
Lactobacillus el que aporta la mayor cantidad de especies a dicho grupo. Algunas de las especies de este
género funcionan como probidticos, los cuales son microorganismos que, administrados en cantidad
adecuada, proveen beneficios al consumidor [1]. Estos beneficios son sin duda diversos ya que ayudan tanto
a mejorar y modular la respuesta del sistema inmune, a prevenir y tratar diversas enfermedades del tracto
gastrointestinal, ya que actuan inhibiendo la adhesiéon de microorganismos que pueden ser patégenos;
ademds, ayudan en la degradacion de toxinas y algunas presentan actividad hipocolesterolémica y
anticancerigena debido a que producen metabolitos como acidos grasos de cadena corta y &cido linoleico
conjugado [2, 3].

Para que las bacterias probiéticas puedan aportar sus beneficios a la salud deben sobrevivir y multiplicarse
en el huésped, por esta razén, deben ser metabdlicamente estables y activos en el producto, sobrevivir su
paso a través del estdmago y llegar al intestino grueso en cantidades mayores 10 UFC/mL. Sin embargo,
los probidticos son sensibles a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal debido a algunos
alimentos, pH acido y acidos biliares [1]; y no llegan del todo a su sitio de accién ya que son eliminados en
su trayecto, por lo que en los ultimos afios se han desarrollado diversos métodos como la microencapsulacién
que permite proteger las células conservando su viabilidad y asi facilitar su llegada al sitio activo o su
liberacién controlada para que cumplan con sus funciones probidticas [3].

La microencapsulacién es una técnica que permite que los microorganismos o células queden atrapadas en
el nucleo de materiales que tienen propiedades de encapsulacién, dando lugar a la formacion de
microcapsulas las cuales ademas de brindar una barrera fisica contra el estrés ambiental y protegerlos de
factores ambientales perjudiciales, incrementan su resistencia y viabilidad [2].
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Diversos estudios plantean que los materiales y técnicas de encapsulacion son fundamentales para obtener
una mayor viabilidad de microorganismos, por lo que existen materiales que han sido utilizados
frecuentemente para este proceso [3]. El material de encapsulacion denominado como agente encapsulante,
debe seleccionarse correctamente para que no influya en la morfologia, permeabilidad y en el tamafio de las
microparticulas, no debe presentar toxicidad puesto que las principales aplicaciones de la microencapsulacion
son la industria farmacéutica, alimenticia y cosmética [3].

El alginato de calcio es uno de los agentes encapsulantes més utilizados [4]. Es un heteropolisacarido lineal
extraido de algas, formado por residuos de acido D-manurénico (M) y residuos de acido L-glucorénico (G),
su estructura se compone de bloques de residuos mezclados con regiones de bloques M y bloques G [2];
debido a su conformacion pueden formar una estructura con una matriz que puede ser versatil y porosa [4].
Este polisacarido es altamente utilizado debido a que es un material no téxico, de costo accesible y
biocompatible [6]. Ademas, posee propiedades gelificantes. La microencapsulacién con alginato de sodio es
debido a la gelificacion idnica, en la que al entrar en contacto con una solucién de catién divalente como el
Ca?* forma un hidrogel [7].

El alginato puede utilizarse solo o en combinacidn con otros polimeros principalmente de origen natural. Los
polimeros o mucilagos extraidos a partir de plantas por medio de la exudacién natural o por un proceso de
extraccién, han sido utilizados por sus aportes como aditivos alimentarios, materiales de recubrimiento,
agentes gelificantes, espesantes y como material de encapsulacion [3]. El uso de matrices mixtas compuestas
por dos o mas materiales de recubrimiento permite mejorar la conservacién del compuesto encapsulado
debido a que se combinan los beneficios de cada material [8] siendo la ventaja de una matriz mixta.

El mucilago de nopal es una sustancia hidrocoloidal y heteropolisacarido, que se conforma de diversas
proteinas y cadenas de polisacaridos las cuales tienen proporciones variadas de L-arabinosa, D-galactosa,
L-ramnosa y D-xilosa como principales unidades de azucar dependiendo de la especie de nopal [9].

En la actualidad, el mucilago de nopal es una sustancia de interés ya que debido a sus propiedades tiene
diversas aplicaciones en la industria alimenticia como retenedor de agua, espesante de alimentos e incluso
se ha utilizado como agente encapsulante de acidos graso esenciales [10]; en aplicaciones farmacéuticas y
en el area de la salud se ha utilizado debido a que también se le atribuyen propiedades antioxidantes y
terapéuticas, dentro de las cuales tienen efecto en la proteccién de la mucosa gastrica ulcerada, sobre la
accion hipoglucemiante, como analgésico y antinflamatorio; ademas, también es utilizado en la industria
cosmeética, en la construccion y pinturas y algunas de sus aplicaciones pueden ser atribuidas a una de sus
propiedades como la viscosidad [11].

Las aplicaciones y propiedades del mucilago de nopal son diversas y variadas por lo que el objetivo de este
trabajo fue emplear el mucilago de nopal combinado con alginato de sodio para la encapsulacion de la cepa
de Lactobacillus plantarum 1449.

Materiales y métodos
Cultivos bacterianos

La cepa de Lactobacillus plantarum 1449 se reactivé por dos cultivos sucesivos en medio MRS, incubando a
37°C durante 24 h en anaerobiosis. Con los cultivos frescos se inocularon 25 ml de medio MRS; incubando
al as condiciones ya mencionadas. Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 1800 rpm durante 10 min,
se elimind el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con solucion salina fisiolégica.

Encapsulacion de Lactobacillus plantarum 1449

Se prepararon 25 ml de cada una de las siguientes mezclas alginato de sodio/mucilago: a) Relacién 1:1, b)
Relacioén 1:4, c) Relacion 1:2 y alginato al 2% como control. Las soluciones se homogeneizaron por agitacion
durante 5 minutos. Las células precipitadas se resuspendieron en los 25 ml de cada una de las soluciones
preparadas. Una vez homogenizadas las suspensiones, se pasaron a jeringas de 3 ml y se dejaron caer por
goteo sobre solucion de CaCl; al 2%. Se mantuvieron en agitacion durante 30 min para completar la formacion
de las microcapsulas y terminado el tiempo de agitacion, las microcapsulas se filtraron y lavaron dos veces
con solucion salina fisioldgica estéril.
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Caracterizacion de las microcapsulas

Las microcapsulas individuales se pesaron en balanza analitica y midieron con un vernier obteniendo el
promedio del peso y tamafio. También se determinaron los parametros de color L', a" y b’, para conocer la
variabilidad de color de las mezclas de alginato/mucilago comparado con el alginato.

Determinacion de la viabilidad

Para determinar el efecto de la encapsulacion en la viabilidad de las células, se disolvid 1 gramo de las
microcapsulas en citrato de sodio al 1%, se colocaron en agitacion hasta disolucién completa. Para el conteo
celular se utilizé la técnica de dilucion serial utilizando agua peptonada al 1% para las diluciones. Las
diluciones 6 y 7 se sembraron por extension en placas de agar MRS, las cuales se incubaron a 37° C durante
48 horas. Se realizé el recuento de colonias reportando como UFC/gr. Por ultimo, se determiné la eficiencia
de encapsulacion utilizando la férmula:

EE= (LOg1o N/LOg10 No) *100

Donde:
N: Numero de bacterias viables después de la encapsulacion (UFC/g microcapsulas)

No: NUmero de bacterias viables en el cultivo antes de la encapsulacion (UFC/ml cultivo)

Resultados

Se evalu¢ la funcionalidad del mucilago de nopal en la encapsulacion de células bacterianas, para lo cual se
prepararon diferentes mezclas de mucilago con alginato utilizando como control de encapsulacion el alginato
solo. En la Figura 1, se muestran las microcapsulas obtenidas, las microcapsulas que se muestran en la figura
A1y B1 son firmes y esféricas y mantienen un tamafio uniforme. Por otro lado, las microcapsulas de la figura
C1, que contienen una mayor cantidad de mucilago presentaron poca firmeza y consistencia, y fueron
amorfas; en la mezcla de alginato-mucilago en relaciéon 1:2 no se formaron microcapsulas, por lo que esta
opcion se descartd; mostrando que al aumentar la cantidad de mucilago en la mezcla se pierde la forma y
estabilidad de las microcapsulas, por lo cual es importante la adicion del alginato al mucilago manteniendo al
menos una relacion 1:1 para brindar el soporte de la microencapsulacion al mucilago. El alginato permite el
entrecruzamiento para formar una microcapsula mas consistente por lo que a una menor proporcion de
alginato se presenta una consistencia menos firme perdiendo la forma. A su vez, otro aspecto importante es
la concentracion utilizada de CaCl,, ya que también puede influir en la firmeza y la consistencia deseada. [12]

Figura 1. Microcdpsulas obtenidas de L. plantarum 1449. A) alginato al 2 %. B) alginato: mucilago (relacién 1:1). C) alginato: mucilago (relacion 1:4).
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Respecto al tamafio y peso de las microcapsulas (Tabla 1), se puede observar que no se obtuvo un valor
elevado del error, es decir, que no hay una gran variacién entre los datos de cada una de las distintas
combinaciones y la mayoria mantuvo un tamafo uniforme. Asi mismo, se puede observar que las
microcapsulas de alginato-mucilago 1:1 (B) presentaron un tamafio promedio de 2.9 mm siendo las de mayor
tamafio seguidas de las microcapsulas con relacién 1:4 (C) y, por ultimo, las de menor tamafio fueron las de
alginato al 2% (A). Por lo que se puede decir que, al aumentar la concentraciéon de mucilago, el tamafio de la
microcapsula disminuye. Aunque también se ha descrito que la variacion de tamafio puede deberse a la
técnica de extrusion utilizada, en este caso que se utilizé una jeringa de calibre 3 y el goteo se hizo a una
altura de aproximadamente 12 cm variando significativamente, puesto que no se utilizé algun equipo para
tener una regulacion en la distancia. Ademas, las microcapsulas formadas por este método suelen tener un
tamafio uniforme y mayores a 1 mm resultante de la acumulacion de material encapsulante en la punta del
bisel [13].

Se evalué el color de las microcapsulas de alginato-mucilago comparando con las de alginato para determinar
si el mucilago influye en esta propiedad. Los resultados de las coordenadas L* a* b* se muestran en la tabla
2; L indica la luminosidad, a* y b* son coordenadas cromaticas. Al analizar los resultados de la Tabla 2 se
puede interpretar que la muestra con alginato/mucilago en relacion 1:1 con respecto a la muestra control de
alginato al 2% presenta una mayor luminosidad y se inclina mas hacia los tonos verdes y azules. Por otro
lado, la muestra alginato/mucilago 1:4 en comparacion con la muestra del alginato al 2% es mas luminosa y
se inclina hacia las coordenadas de los tonos verdes y amarillos.

Tabla 1. Caracterizacion de las microcapsulas

Coordenadas Alginato 2 % Alginato/mucilago Alginato/Mucilago
relacion 1:1 relacion 1:4
L* 62.21 62.3 70.26
a* 1.22 0.02 0.71
b* 3.01 2.76 3.39

Al determinar la diferencia total de color (Tabla 3), la proporcién de alginato/mucilago 1:4 muestra un valor
mas alto, por lo que presenta una mayor diferencia con el alginato al 2%. La importancia de determinar el
color radica en que de esa manera se puede conocer la variaciéon al afiadir el mucilago como agente
encapsulante respecto a la muestra control y utilizarse como un indice de calidad [14].

Tabla 2. Parametros de color de las microcapsulas.

Microcapsulas

Caracteristica Alginato 2 % Alginato/mucilago Alginato/Mucilago
relacion 1:1 relacion 1:4

Peso (mg) * DE 6.92+1.7 19+17 9.8+4.0

Tamaio (mm) £ DE 1.78 £ 0.25 2.9+0.22 2.1+0.23

Forma Esférica Esférica Irregular
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Tabla 3. Resultados de la diferencia de color de las mezclas alginato/mucilago comparando con el alginato solo.

Mezcla Alginato/Mucilago Mezcla Alginato/Mucilago
relacion 1:1 relacion 1:4
AL 0.09 8.05
Aa -1.2 -0.51
Ab -0.25 0.38
AE 1.23 8.08

En lo que respecta a la viabilidad de las bacterias después de la encapsulacion, se obtuvieron valores de 10°
y 10'° UFC/gr de microcapsulas (Tabla 4), considerando los niumeros de bacterias que deben contener los
productos comerciales se puede decir que los resultados obtenidos mantienen los niumeros requeridos de
bacterias viables. El mantener un niumero minimo requerido de células viables es importante para que
desempefien las funciones atribuidas. [15]

Tabla 4. Células viables después del proceso de encapsulacion, se reportan como UFC/g de microcapsula.

Condicién Alginato 2 % Alginato/mucilago Alginato/Mucilago
evaluada
relacion 1:1 relacion 1:4
Células viables  4.66E+09 1.05E+10 2.40E+10
(UFCl/g)

Para determinar la cantidad de L. plantarum que se obtuvo en la encapsulacién se utilizaron los valores
obtenidos en la determinacién de la viabilidad y se calculd con el numero de células viables en placa antes y
después de la encapsulacion. El promedio de UFC/g obtenido antes de la encapsulacion fue de 5.02x10°.
Con este valor se calcul6 la eficiencia de la encapsulacion. Los valores de la eficiencia obtenidos para cada
muestra de alginato/mucilago se muestran en la Tabla 5. La eficiencia de encapsulacién fue superior al 90%
para todas las condiciones evaluadas, siendo superior para la mezcla alginato/mucilago 1:4, aunque no fue
la que presenté la mayor estabilidad.

Tabla 5. Resultados de la determinacion de eficiencia de la encapsulacion.

Microcapsulas Alginato 2% Alginato/Mucilago Alginato/Mucilago

relacion 1:1 relacion 1:4

Eficiencia de 90.4% 93.6% 97%
Encapsulacion

Conclusiones

En este estudio se evalué el potencial del mucilago de nopal para la encapsulacién de Lactobacillus plantarum
1449. La elaboracion de mezclas de diferentes proporciones de alginato/ mucilago permitié determinar que
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una mezcla en proporcion 1:1 es eficiente para la encapsulacion, ya que al incrementar la cantidad de
mucilago las microcapsulas pierden forma, firmeza y estabilidad. Ademas, las microcapsulas obtenidas que
utilizaron esta misma concentracion resultaron ser las de mayor tamafo, aunque se podrian reducir
dependiendo de su aplicacion y utilizando otra técnica que permita obtener microcapsulas mas pequefias.
Independientemente de la técnica de encapsulacion, no se presenta diferencia en la viabilidad de las células
bacterianas. Respecto a la eficiencia de encapsulacion la de las dos mezclas alginato/mucilago fue superior
a la del alginato solo, lo cual indica que el proceso de encapsulacion no influye en la viabilidad de las bacterias.
Finalmente, con base a los resultados se puede concluir que el mucilago de nopal es util para la
encapsulacién de bacterias en proporcién 1:1 mezclado con el alginato de sodio, ya que presenté una
eficiencia de microencapsulacién del 93.6%, microcapsulas estables, esféricas, firmes y de tamafio
homogéneo.
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