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RESUMEN

Se desarrollaron esferas de quitosdn en combinacion con alginato conteniendo el microorganismo
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus para asegurar su supervivencia durante el paso por el
estomago y la viabilidad en el intestino “In vitro”. Para lo cual se utilizaron diferentes
concentraciones de los dos polimeros partiendo de datos ya reportados. Las concentraciones
utilizadas para el alginato fueron 1, 1.5 y 2 % y las mismas concentraciones para quitosan.
Formandose 9 diferentes combinaciones entre los dos polimeros a los cuales se les afiadio la
variante de incorporar CaCl, al 0.02M, al 0.05M vy sin la presencia de éste. Las esferas
seleccionadas para la siguiente prueba fueron 1, 1.5y 2% de quitosan, conteniendo esta solucion
CaCl; al 0.05M en combinacion con 2 % de alginato. Se procedié a la evaluacion “In Vitro” del
microorganismo encapsulado Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, donde la supervivencia
del microorganismo fue ascendente mientras se disminuia la concentracién de quitosan, llegando
al final de la simulacion para la concentracion: QN(1% + 0.05 M CaCl,)-ALG (2%) con una
viabilidad de 4x10* UFC/ml; QN(1.5% + 0.05M CaCl,)-ALG (2%) 1x10> UFC/ml y QN(2% +
0.05M CaCly)-ALG (2%) concentracion en la cual el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii
spp. bulgaricus fue nula.



JUSTIFICACION

El interés en el desarrollo de los procedimientos de encapsulacion de células, microorganismos,
farmacos, colorantes, ha estado creciendo para aplicaciones en biotecnologia, biomedicina y
farmacia (Peniche et al., 2004).Estas técnicas de encapsulamiento son normalmente utilizadas
para liberar de forma controlada los ingredientes activos (Chen et al., 2006). Las bacterias
probidticas son microorganismos vivos que transitan el tracto intestinal ejerciendo beneficios en
la salud del consumidor (Kailasapathy, 2006).Estos beneficios incluyen el control de las
enfermedades intestinales, controlan los niveles de colesterol, tienen influencia benéfica en el
sistema inmune, mejoran la utilizacion de la lactosa en personas intolerantes, ademas de atribuirle
actividad anti-carcinogénica (Krasaekoopt et al., 2006). El Diario Internacional de la Federacion
ha recomendado que la bacteria probidtica debe ser activa y abundante en el producto, asi como
llegar al intestino 10" UFC/g como minimo (Sultana et al., 2000). La razén principal de
encapsular las bacterias probioticas es para realzar su supervivencia durante la produccion y
almacenamiento de los productos que los contienen asi como protegerlos de rigores fisicos y
quimicos del tracto intestinal. Un factor importante en el desarrollo de los microorganismos
probidticos encapsulados, es escoger el material de encapsulacion, el cual depende de las
propiedades quimicas y fisicas deseadas y del proceso de formaciéon de la microcépsula. La
microcépsula debe ser estable y conservarse integra durante su paso a través del tracto digestivo
hasta llegar a su destino, donde la capsula deberia romperse y liberar su contenido (Prakash y
Jones, 2005).La proteccién de los probioticos por microencapsulacion en geles de alginato es un
método para mejorar la viabilidad, el uso de alginato es limitado debido a su baja estabilidad
fisica en presencia de agentes quelantes como fosfato, lactato o citratos (Géserad et al, 1999). Se
ha reportado que a un pH muy bajo el alginato sufre una rapida degradacion y liberacion del
ingrediente activo. Policationes, como quitosdn forman complejos fuertes con alginatos, los
cuales son estables en presencia de quelantes de calcio. Asi el recubrimiento de cuentas de
alginato con el polication quitosdn puede mejorar la estabilidad quimica y mecéanica, por
consecuencia mejora la eficacia de la encapsulacion (Krasaekoopt et al., 2004). El quitosan es un
polisacarido catidnico obtenido de la N-desacetilacion de la quitina; el segundo polimero méas
abundante en la naturaleza, es altamente biocompatible, no toxico y biodegradable (Murakami y
Takashima, 2003). El quitosan puede ser aislado de caparazones de crustaceos, de cuticulas de
insectos y de membranas de ciertos tipos de hongos. Sus propiedades varian segun la fuente de
obtencion (Anal y Singh, 2007). Por lo que en este trabajo se pretende utilizar el quitosan como
material encapsulante del Lactobacillus delbrueckii spp. Bulgaricus para que sobreviva durante
su paso por el estbmago y se asegure su viabilidad en el intestino de tal manera que llegue en la
cantidad adecuada como para poder ejercer un beneficio en la salud del consumidor.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1 ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son expresiones que se pueden dar para referirse a alimentos o a
ingrediente alimentarios aislados que proporcionan determinados efectos fisiologicos
beneficiosos no nutricionales que pueden mejorar la salud (Mazza, 2000). Las enfermedades
relacionadas con la alimentacion (diabetes, osteoporosis, hipertension, cancer del tubo digestivo
0 de mama, obesidad, enfermedades cardiovasculares etc.), constituyen las mayores causas de
mortalidad. Existen posibilidades de mejorar la salud a través de la nutricion (Ortega et.al. 2002).
Los estudios realizados en Europa y en Estados unidos, denotan que existe una arraigada creencia
de lo que se come influye en la salud. Esta creencia es la razon del presente aumento en la
demanda de alimentos que mejoran la salud, llamados también ‘“alimentos funcionales”. Por
tanto, un alimento funcional puede definirse como un ingrediente o suplemento alimentario que
aporta un beneficio funcional adicional especifico (fisiologico o psicolégico) a su valor
nutricional basico (Ortega et.al, 2002).

1.1.1 PRODUCTOS LACTEOS FUNCIONALES

Muchos de los productos elaborados por la industria lactea pueden considerarse como alimentos
con funcionalidad fisioldgica. Se sabe desde hace mucho tiempo que los productos lacteos (figura
1) como la leche liquida, el queso, el yogurt y otros productos son excelente fuente de vitaminas
y minerales importantes como la riboflavina, el fosforo y el calcio. En muchos paises donde la
dieta es “de tipo occidental”, los productos lacteos son la principal fuente de calcio aportando
alrededor del 60-75% del consumo total de calcio. Aunque el calcio es poco soluble en sistemas
acuosos , la caseina, principal proteina de la leche, contiene calcio fijado al fésforo en un estado
accesible desde el punto de vista nutritivo y es por lo tanto uno de los alimentos naturales méas
funcionales desde el punto de vista fisioldgico (Mazza, 2000).

Los cientificos han estudiado los efectos beneficiosos para la salud de los productos lacteos
fermentados como el yogurt, kéfir o varios tipos de leches fermentadas. En este tipo de
funcionalidad fisioldgica esta ligada a las bacterias lacteas y los productos metabdlicos que
resultan de su interaccion con el medio lacteo. Los primeros estudios de Metchnikoff se
centraron en la longevidad asociada al consumo de yogurt y otros productos lacteos fermentados,
y esta idea sigue siendo en gran parte responsable de la imagen que tienen los consumidores del
yogurt como un alimentos saludable (Mazza, 2000).

Figura 1: Lacteos funcionales



La leche, disefiada por la naturaleza para constituir el primer alimento del mamifero recién
nacido, contiene varios componentes con funcionalidad fisioldgica, las cantidades y tipos de
componentes fisiologicamente activos presentes en la leche de las diversas especies de mamiferos
varia segun las necesidades de la crias, especialmente en lo que se refiere a su estado
inmunologico. La leche de vaca, la principal materia prima utilizada para la elaboracion de
productos lacteos en todo el mundo, contiene una concentracion relativamente alta de
inmunoglobulinas 'y otros compuestos fisiolégicamente activos que son necesarios para la
proteccion del ternero recién nacido. En este sentido es particularmente importante el calostro
bovino, ya que es el primer alimento del ternero recien nacido, el cual no adquiere en su fase
uterina de su desarrollo la capacidad inmunologica necesaria, como ocurre también en el caso de
los neonatos humanos (Mazza, 2000).

Las técnicas tradicionales de fabricacion de productos lacteos se desarrollaron en su mayor parte
antes de que la funcionalidad fisiologica se convirtiera en un factor importante de la calidad
nutritiva. En muchos casos, las técnicas actuales cumplen el propésito tradicional de elaborar
productos lacteos con dOptimas caracteristicas sensoriales y no con una éptima funcionalidad
fisioldgico (Mazza, 2000).

Las lineas probiéticas de diversos productos lacteos tradicionales seran probablemente uno de
los principales tipos de productos lacteos con efectos fisiologicos beneficiosos. Hasta ahora los
productos probidticos de mayor éxito han sido los productos fermentados, especialmente yogurt,
probablemente debido a que en estos productos se produce un medio natural que contiene
elevadas concentraciones de otras bacterias lacteas. Sin embargo, como los fermentos bacterianos
probidticos se afladen normalmente como un ingrediente independiente una vez que ha terminado
la fermentacion primaria (Mazza, 2000).

1.1.2 PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS: PROBIOTICOS, PREBIOTICOS Y
SIMBIOTICOS

Los productos lacteos fermentados tradicionales, como el yogur, el kéfir y el kumis han sido
consumidos en Europa, Asia y Africa durante muchas generaciones. La identificacion de los
microorganismos responsables de la fermentacion y la capacidad para preparar fermentos puros
ha permitido el desarrollo de productos comerciales de caracteristicas normalizadas, como la
leche con L. acidophilus (lactobacilos), el yogur (lactobacilos y estreptococos), y la leche con
bifidus (bifidobacterias). Desde 1908, afio en que Metchnikoff expuso que los productos lacteos
fermentados eran beneficiosos para aumentar la esperanza de vida, estos productos probidticos
han sido considerados”saludables” por los consumidores (Mazza, 2000).

PREBIOTICOS

El termino prebiotico se ha utilizado para productos como los oligosacaridos que fomentan el
crecimiento de microorganismos beneficiosos (figura 2). Desde la época de los 90°s se han
desarrollados muchos productos, especialmente bebidas, que se estdn comercializando por su
contenido de oligosacaridos (Mazza, 2000).



Figura 2: Cereal como prebi6tico

PROBIOTICOS

En los pasados veinte afios se ha incrementado el interés del rol que juegan los microorganismos
probidticos en la salud humana (Sultana et.al.2000). Por lo que son tal vez, el ejemplo mejor
caracterizado y mas estudiado de los alimentos funcionales (Ortega, 2002).

La definicion generalmente aceptada de un producto probidtico es la de que son suplementos
alimentarios (para alimentacion humana o animal, que contienen microorganismos Vivos que
mejoran el equilibrio microbiano en el intestino de las personas o animales (Mazza,
2000).También se definen de la siguiente manera: Son microorganismos vivos los cuales
transitan en el tracto gastrointestinal y es beneficioso para la salud del consumidor (Kailasapathy,
2006).

Las principales cepas de bacterias utilizadas en productos probiodticos son: Lactobacillus
acidophilus y varias especies de Bifidobacterium, son los microorganismos predominantes en el
intestino delgado y grueso, respectivamente, de las personas (Mazza, 2000).

Estos microorganismos podrian inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos mediante la
produccidn de &cidos organicos y mediante la desconjugacion de sales biliares. La concentracion
de estos microorganismos en los intestinos puede disminuir con la edad, los cambios en la dieta,
el consumo de antibidticos y/o estrés, y la desaparicion o baja la viabilidad de la flora intestinal
puede ocasionar problemas digestivos de mayor o menor gravedad. En las Ultimas décadas se
han investigado el efecto de consumo de cultivos activos para compensar dichas pérdidas
(Mazza, 2000).

Los beneficios terapéuticos han conducido a incrementar la incorporacién de probidticos como
Lactobacillus y Bifidobacterium en los productos diarios, especialmente en yogur (figura 3). La
eficiencia en la adicién de probidticos depende del nivel de dosis y su viabilidad debe ser
mantenida durante todo el almacenamiento en los productos, en su vida de anaquel y deben
sobrevivir en el intestino. Por lo tanto la viabilidad del probidtico es de importancia superior en el
mercado de estos basados en productos alimenticios. Distintos reportes han mostrado que la
viabilidad y supervivencia de las bacterias probidticas es frecuentemente baja en yogur. Los
resultados son menos de 108-10° diariamente recomendadas (Kailasapathy, 2005). Como una guia
de el diario internacional de la federacion ha recomendado que esta bacteria debe ser activa y
abundante en el producto, minimo 10’ CFU/ g. Sin embargo estudios indican que la bacteria
puede no sobrevivir en suficiente nimero, cuando son incorporados en productos diariamente.
Por lo que para asegurar o aumentar la supervivencia y liberar los cultivos bacteriales se esta
aplicando la técnica de encapsulacion (Sultana et.al, 2000).



La mayoria de los probidticos se hallan dentro del grupo de los organismos conocidos
cocobacterias productoras de &cido lactico (BAL), y se consumen normalmente en forma de
yogur o leches fermentadas, aunque también encontramos en el mercado preparados o capsulas
de organismos liofilizados (Ortega. etal, 2002).

El producto debe contener al menos 10° organismos viables por ml. Se debe consumir una
cantidad mayor que 100 ml al menos dos veces por semana, y los cultivos deben producir en el
tracto gastrointestinal acidos organicos y otros compuestos con actividad bioldgica (Mazza,
2000).

Figura 3: Probiéticos en yogurt

Los efectos beneficiosos de la presencia de bifidobacterias en el tracto gastrointestinal dependen
de su viabilidad y actividad metabdlica, fomentadas por los hidratos de carbono complejos y
otros factores bifidogénicos.

Los probidticos no son la panacea para todas las enfermedades que afectan a nuestra sociedad. Es
importante recordar al considerar su efectividad o actividad biologica, que los probioticos se
comportan como ingredientes alimentarios y no como productos farmacéuticos., es decir, son de
caracter mas preventivo que curativo (Ortega et.al., 2002).

SIMBIOTICOS

A veces se llama productos simbiéticos (figura 4) a los productos que contienen tanto prebidticos
como probi6ticos (Mazza, 2000).

Figura 4: Productos simbidticos



1.2 PROBIOTICOS
1.2.1 MICROFLORA DEL INTESTINO HUMANO

Los probidticos son microorganismos que estimulan las funciones protectoras del tracto
digestivo. Para ello es necesario que estas bacterias lleguen y permanezcan vivas en el tracto
gastrointestinal (Martinez, 2005).

Para entender el mecanismo de accion, es importante comprender la microbiologia y la fisiologia
del tracto gastrointestinal humano (Martinez, 2005)).

El intestino humano es colonizado por un largo nimero de microorganismos que habitan en el
tracto intestinal y son soporte de una variedad de funciones fisioldgicas. EI nombre que se le da al
habitat de los microorganismos es “flora intestinal o microbiota”, estos términos se definen como
la colectividad de comunidades microbianas que pueblan las superficies mucosas (figura 5). Cada
individuo alberga unos 100 billones de bacterias de unas 400 especies distintas. Mas del 95% de
esta poblacidn vive en la luz del colon (Ortega et.al, 2002).

Las propiedades promotoras de salud han sido demostradas, especialmente en infantes, los
efectos més significativos incluyen prevencion y tratamientos de antibioticos asociados con
diarrea, rotavirus y prevencion de alergias. Las bifidobacterias parecen ser como los mas
promisorios de los probidticos, seguido por la bacteria &cido lactica. Estas especies son las mas
viables y sus propiedades probioticas deben ser enfatizadas (Salminen e Isolauri, 2006).

Figura 5: Flora intestinal

Ciertamente la presencia de bacterias vivas en la luz del colon tienen impacto en la fisiologia del
individuo, el hombre no podria vivir sin su flora. Los mamiferos criados en condiciones totales de
asepsia y que, por tanto, no adquieren su flora natural, no se desarrollan normalmente. Por otra
parte ciertos elementos de la flora bacteriana pueden ser fuente de infeccién e inducir distintas
patologias, sobre todo cuando hay alteracion fisica o funcional de la barrera mucosa intestinal.
Sin embargo hay muchas evidencias de la flora a la fisiologia normal del individuo humano
(Ortega et.al., 2002).

La colonizacion microbiana del intestino empieza en el nacimiento y continta en fases tempranas

de la vida para formar la microflora intestinal que es diferente para cada individuo. Este proceso
facilita la formacion de barreras fisicas e inmunologicas entre el huésped y el medio ambiente,
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ayudando al tracto gastrointestinal a mantener un estado de libre enfermedad (Salminen e
Isolauri, 2006).

1.2.1.1 COMPOSICION DE LA FLORA INTESTINAL

La flora bacteriana se comienza a adquirir inmediatamente después del nacimiento. Inicialmente
diversos géneros de aerobios colonizan el tubo digestivo, sobre todo enterobacterias tipo
Escherichia coli y también diversas especies del género Lactobacillus. Estas consumen oxigeno
del ambiente y progresivamente se establece un microsistema en el que hay un predominio
abrumador de especies anaerobias obligadas, sobre todo Bacteroides, Clostridia, Eubacteria y
Bifidobacteria. A los dos afios de edad, la flora bacteriana establecida es ya practicamente
definitiva, en tanto que suele ser muy estable a lo largo de la vida del individuo.

En la flora del adulto predominan los géneros anaerobios. La tabla 1 muestra los géneros de
bacterias predominantes y subdominantes.

Tabla 1. Composicién de flora del colon

Géneros bacterianos predominantes Géneros bacterianos subdominantes
(10*°- 10" UFC por gramo) (10°-10° UFC por gramo)
Bacteroides Bacilo gram - Escherichia Bacilo gram -
Eubacterium Bacilo gram + Klebsiella Bacilo gram -
Bifidobacterium Bacilo gram + Proteus Bacilo gram -
Peptostreptococcus Coco gram + Lactobacillus Bacilo gram +
Clostridium Bacilo gram + Streptococcus Coco gram +
Ruminococcus Coco gram + Staphylococcus Coco gram +
Fusobacterium Bacilo gram -

Fuente: Ortega et.al, 2002

1.2.2 FUNCIONES DE LA FLORA INTESTINAL
Se distinguen tres funciones primarias de la flora del colon:

» Funciones de nutricién y metabolismo, como resultado de la actividad bioquimica de la
flora.

» Funciones de proteccién, previniendo la invasién de microorganismos patogenos.

» Funciones troficas sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio intestinal.

» Desarrollo y modulacion del sistema inmune.

La colonizacion de la luz del colon aporta un gran nimero de genes, que codifican proteinas y
enzimas diversas, y proporcionan recursos bioquimicos que no estan presentes en el genoma
humano. Sus funciones no se producirian en ausencia de vida bacteria en el colon. Las bacterias
del colon generan una gran actividad metabdlica, de modo que en su conjunto el colon se
constituye en un 6rgano metabdlico, similar al higado, donde las enzimas bacterianas operan
sobre los sustratos de la luz intestinal y generan una gran diversidad de productos. Muchos
autores consideran que la principal funcion metabdlica de la flora es la fermentacion de los
residuos de la dieta no digeribles y del moco producido por el epitelio intestinal. Se recupera
energia metabolica y se sintetizan algunas vitaminas. Sabemos que la fermentacion de
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carbohidratos da lugar a la generacién de acidos grasos de cadena corta que tienen efectos
troficos sobre el epitelio intestinal. La produccion del &cido butirico constituye la principal fuente
de energia para el epitelio del colon, la produccién de acido acético y propionico interviene en la
regulacion del metabolismo hepatico de la glucosa (Ortega et.al.2002).

La flora residente en el tubo digestivo protege de la invasion de microorganismos patdgenos por
el llamado “efecto barrera” (figura 6). Esta propiedad de la flora es muy relevante para la
prevencion de patologias infecciosas en el huésped. Hay una resistencia a la colonizacion por
bacterias exdgenas y también se impide el sobrecrecimiento de especies oportunistas que residen
en el colon pero crecimiento esta controlado por el equilibrio con otras especies. Asi por ejemplo,
el uso de determinados antibidticos pueden alterar en ecosistema y favorecer el predominio de
especies subdominantes como el Clostridium difficile, asociado a una patologia grave que es la
colitis pseudomembranosa (Ortega et.al, 2002).

Figura 6: Efecto barrera

En primer lugar, el efecto barrera es consecuencia del hecho de que la flora residente ocupa los
nichos ecoldgicos accesibles, y administra, consume y agota todos los recursos. Una publicacién
reciente ha ilustrado este fendmeno: el Bacteroides thetaiotaomicron consume fucosa producida
por el epitelio del anfitrion, pero ademaés existe una interaccion de la bacteria con las células del
epitelio, de modo que la bacteria puede controlar la expresion de genes en el epitelio y la
produccion de fucosa se regula para cubrir las necesidades de la bacteria, pero evitando la
sobreproduccidn de este recurso que podria ser utilizado por otras bacterias patdgenas o al menos
oportunistas. Ademas las bacterias pueden inhibir el crecimiento de otras bacterias mediante la
produccién de bacteriocinas, que son sustancias naturales con efecto antimicrobiano. Numerosas
especies del tracto gastrointestinal son capaces de producir bacteriocinas. Estas sustancias son
sensibles a las proteasas del tracto digestivo, por lo que el individuo puede controlar su
produccion. La funcion principal es la de regular el crecimiento bacteriano en un nicho ecoldgico
localizado (Ortega et.al, 2002).

La flora microbiana del tubo digestivo tiene importantes funciones sobre la proliferacion y
diferenciacion del epitelio intestinal. Los animales criados en medio “germ - free” tienen un nivel
bajo de replicacion del epitelio colénico. Ademas, los experimentos con animales mono-
asociados con una bacteria demuestran como algunas cepas influyen el la diferenciacion de las
células epiteliales; las funciones tréficas sobre el epitelio pueden ser importantes para entender el
papel de la flora en la patogénesis del cancer colorectal (Ortega et.al, 2002).



Ademas, la flora ejerce una influencia muy importante en el desarrollo y maduracion del sistema
inmune asociado al tubo digestivo. Los mamiferos criados en condiciones experimentales de
asepsia no desarrollan su inmunidad normalmente. Tienen una deficiencia de inmunoglobulinas
(anticuerpos) tanto en luz intestinal como en sangre periférica. Esta claro que el sistema inmune
madura alrededor del tubo digestivo que es la gran superficie de contacto con el mundo exterior;
hay millones de interacciones entre bacterias, el epitelio y el tejido inmune subyacente, que poco
a poco van programando y modulando los recursos de un sistema de defensa muy potente, muy
completo y muy complejo. Por ejemplo, la falta de maduracion del sistema inmune se detecta
también porque en los animales “germ-free” no se desarrolla normalmente el fenémeno de la
tolerancia. La exposicién a antigenos a través de la via digestiva induce normalmente tolerancia a
esos antigenos. Esta propiedad del sistema inmune de las mucosas no se da, o aparece de modo
deficiente, en animales criados en condiciones de “germ-free” (Ortega et.al, 2002).

1.2.3 FACTORES QUE AFECTAN A LA FLORA INTESTINAL

Una gran variedad de factores que se relacionan con el huésped, las bacterias y el medio
ambiente, ayudan a mantener la composicion y el funcionamiento adecuado de la microflora la
desestabilizacion de cualquiera de estos elementos puede conducir a un crecimiento exagerado de
bacterias y a problemas en la salud del huésped. EI pH extremadamente bajo del estbmago
humano actlla como una barrera y previene la colonizacion de las bacterias que provienen de la
boca; la mayoria de las bacterias son incapaces de sobrevivir a la acidez gastrica. En el intestino
delgado, los cambios en los &cidos biliares o en el peristaltismo pueden cambiar los niveles de
bacterias normalmente bajas. En el colon, donde existe una abundancia de bacterias, lo
competencia por el espacio y los nutrimentos ayudan a mantener la integridad de la microflora
(Martinez, 2005).

Aln cuando la composicion de la flora intestinal. es bastante estable en individuos saludables se
puede alterar por muchos factores endégenos y exdgenos como son los desordenes peristalticos,
el cancer, operaciones con cirugia del estdmago o intestino delgado, enfermedades del Higado o
de rifidn, anemias perniciosas, terapia por radiaciones, estrés emocional, desérdenes del sistema
inmunoldgico, administracion de antibidticos y envejecimiento. Los disturbios o los cambios en
la flora intestinal no son especificos (Martinez, 2005).

1.2.4. MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

Algunas de las bacterias que colonizan el hombre pueden considerarse perjudiciales, en tanto que
tienen capacidad de invadir, pueden producir toxinas o poseen otros factores de virulencia, pero
la inmensa mayoria de las bacterias de la flora no se relacionan con ninguna patologia (Ortega
et.al. 2002).

Hay cientificos como Pasteur y Metchnikoff, abogaron por el potencial beneficioso de algunas
bacterias por su antagonismo bioldgico con los agentes infecciosos: las propias bacterias
constituirian el procedimiento natural y méas efectivo para combatir a los agentes patdgenos.



Figura 7: Microorganismos probiéticos

En las ultimas décadas se han obtenido numerosas evidencias cientificas que demuestran que las
bacterias aportan grandes beneficios a la salud humana. Con ello se ha introducido un nuevo
concepto: probidticos son microorganismos vivos que ingeridos en cantidades adecuadas
producen efectos beneficiosos para la salud, que se afiaden a su valor puramente nutrimental
(figura 7). Hay amplia documentacion sobre el uso de numerosas cepas bacterianas (Ortega et.al.
2002).

Los probidticos actian para modificar el proceso de desarrollo de la microflora intestinal o de la
composicion y actividad, pueden actuar directamente en contacto con las mucosas intestinales,
facilitando la interaccién del sistema inmune y los microorganismos (tabla 2). Los probidticos
han demostrados efectos benéficos en salud de infantes, incluyendo el mantener sano el
desarrollo sano de la microbiota intestinal (Salminen, Isolauri. 2006).

Tabla 2. Bacterias probidticas mas utilizadas.

BACTERIAS PROBIOTICAS

Lactobacillus acidophilus Lactococcus lactis cremoris
Lactobacillus casei Esteptococcus salivaris therm
Lactobacillus reuteri Enterococcus faecium
Lactobacillus brevis Esteptococcus diacetyllactis
Lactobacillus cellobiosus Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus curvatus Bifidobacterium adolescentes
Lactobacillus fermentum Bifidobacterium animalis
Saccharomyces boulardi Bifidobacterium infantis
Estreptococcus intermedius Bifidobacterium longum
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium thermophilum

Fuente: Ortega et.al, 2002

1.2.4.1 CARACTERISTICAS DE LAS BACTERIAS PROBIOTICAS

Las bacterias probioticas son usualmente seleccionadas de bacterias que normalmente habitan en
el sistema gastrointestinal y pertenecen a especies que son conocidas como inofensivas. Estas
bacterias son purificadas, crecen en grandes cantidades, concentradas a dosis altas y conservadas
(Martinez, 2005).



Un probidtico puede ser usado exdgenamente o enddgenamente para realzar una categoria
nutricional y/o a la salud del hospedero. En el caso de uso exdgeno estos microorganismos son
usados comUnmente para fermentar varios alimentos, por este proceso pueden preservar y hacer
sus nutrimentos mas biodisponibles. En el caso de uso enddgeno es la produccion de sustancias
que pueden ser antibidticos, anticancerigenos o tener otras propiedades farmacéuticas (Martinez,
2005).

Un microorganismo probidtico debe poseer las siguientes caracteristicas tales como:

» Ser habitante normal del intestino.

» No patdgeno, no tdxico.

» Ser capaz de producir compuestos antimicrobianos y ser estable durante el proceso de
produccion, comercializacion y distribucion del alimento que los contenga para que pueda
estar vivo en el intestino.

» Ser capaces de atravesar la barrera géastrica para poder multiplicarse y colonizar en
intestino.

Leches o productos lacteos son portadores excelentes de estos organismos probidticos. La
mayoria puede utilizar lactosa como fuente de energia durante la fermentacion y ganar energia
para el crecimiento. Asi, un requerimiento importante para el crecimiento en el tracto intestinal es
proporcionado por la leche (Martinez, 2005).

Mientras los cultivos iniciadores tradicionales usados en la industria lactea se seleccionan por su
habilidad de exaltar cualidades sensoriales deseables en los productos, las bacterias probioticas
deben ser seleccionadas por el potencial de suministrar beneficios a la salud especificos o
nutricionales seguidos a su consumo. (Martinez, 2005).

1.2.4.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Se conocen en todo el mundo mas de 20 especies diferentes de microorganismos probidticos en
humanos. La mayoria de estos microorganismos pertenecen al grupo de las bacterias acido
lacticas y son utilizadas por la industria alimentaria para la elaboracion de productos
fermentados. La mayoria de los productos probidticos contienen bacterias del género
Lactobacillus o Bifidobacterium (Martinez, 2005).

Las bacterias lacticas son Gram- positivas no forman esporas, es fermentativa y son
tradicionalmente aplicados en una gran variedad de productos alimenticios fermentados (Vries,
2006).

El largo nimero de bacterias lacticas pertenecen al género de Lactobacillus que comprende mas
de 50 especies diferentes. En algunos casos, estos Lactobacillus son también usados como
cultivos iniciadores en la industria alimentaria y artesanal de la fermentacion, estos contribuyen a
la conservacion, sabor, textura y diversidad de alimentos fermentados. Mientras la conversién
fermentativa de azUcar presente en los materiales crudos con acido lactico es significado de su
funcion (Vries, 2006).

Ademas las especies de Lactobacillus son encontradas en el intestino de humanos y animales; el
namero puede variar segun la especie, la edad del huésped etc. Sin embargo pocas especies de
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Lactobacillus contienen representativas que son involucradas en fermentaciones industriales y
tradicionales, ademas de residir en el intestino humano (Vries, 2006).

1.2.4.3. TAXONOMIA DE LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las Bacterias acido lacticas pertenecen a varios géneros las cuales son divididas en
especies. Las especies pueden ser divididas en varias subespecies y cepas, como en el caso
de Lactococcus lactis ssp. var lactis. diacety/actis (referida como L. diacetylactis).
Su habilidad para fermentar azUcares especificos, la temperatura Optima para su
crecimiento, los nutrientes necesarios y la presencia de enzimas especiales son
caracteristicas de las bacterias acido lacticas.

Los métodos por clasificar entre género, especies o cepas han desarrollado la
apariencia morfoldgica y las condiciones de crecimiento y el comportamiento
fisiolégico, asi como las vias metabdlicas y enzimas. Las técnicas més exactas
involucran estructura molecular y la informacion genética. Ha habido recientes
cambios y futuras revisiones son probables. En la taxonomia de las BAL, por ejemplo,
bacterias mesofilicas que fueron clasificadas originalmente como Streptococcus se ha
cambiado al género Lactococcus. Es importante tener los métodos de identificacion de
las BAL usadas en la fermentacion de alimentos para estar de acuerdo con las
regulaciones y asegurar que las cepas pertenecen a las especies reconocidas como
GRAS. Las bacterias acido lacticas se clasifican segun su morfologia y el tipo de
fermentacidn de acido lactico. (Martinez, 2005).

Las bacterias acido- lacticas mediante la fermentacion utilizan varios azlcares como la glucosa y
la lactosa para la producciéon de &cido acético (figura 8). Algunas bacterias conocidas como
anaerobias facultativas y otras como anaerobias obligadas, pueden colonizar transitoriamente el
intestino y sobrevivir durante el transito intestinal, ademas por su adhesion al epitelio, modifican
la respuesta inmune local del huésped (Martinez, 2005).

s -
Figura 8: Bacterias acido-lacticas

Las bacterias lacticas homofermentativa pueden convertir el 85% de los carbohidratos utilizados
en acido lactico, produciendo dos moles de acido lactico y dos moles de ATP a partir de un mol
de monosacérido. Las bacterias heterofermentativas producen acido lactico, CO, y etanol o &cido
acético, con formacion de un mol de ATP por cada mol de &cido lactico o acético producido Ver
tabla 3 (Ortega et.al.2002).
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Tabla 3. Vias de fermentacion de algunas bacterias lacticas

BACTERIA

Lactobacillus

VIA DE FERMENTACION

Microaerofilos. Homofermentativos

ALGUNAS APLICACIONES

Algunas especies como L. casei 0 L
acidophilus, tienen mucho interés
probiético.

Streptococcus Facultativamente anaerobios. La especie mas utilizada es S.
Homofermentativos thermophilus. En simbiosis con L.

delbrueckii Subsp.
Bulgaricus, se utiliza para elaborar
yogur

Lactococcus Microaerdfilos

Leuconostoc Mesofilos heterofermentativos
Cultivo iniciador, produccion de
aromas

Pediococcus Meséfilos homofermentativos Cultivo iniciador

Bifidobacterium Anaerobios Heterofermentativos

Cultivo de interés probidtico

Acetobacter Aerobios obligados heterofermentativos ~ Kefir
Saccharomyces,

Céndida, Levaduras Kéfir, Kumis
Kluyveromyces,

Torula

Fuente: Ortega et.al.,2002

1.2.44 METABOLISMO DE AZUCARES

Uno de los mayores problemas para el crecimiento de las bacterias lacticas en la leche es la
utilizacion de la lactosa. La mayoria de bacterias lacticas toman la lactosa mediante una permeasa
y la hidrolizan en su interior mediante la # — galactosidasa en glucosa y galactosa fermentadas
(Ortega et.al, 2002).

Las fermentaciones industriales deben llevarse a cabo en determinadas condiciones de
anaerobiosis o de microaerofilia (con muy poco oxigeno) técnicamente eficaces. Una
consecuencia del metabolismo de la lactosa es la produccion de acido lactico. El acido lactico
contribuye a dar el tipico sabor &cido y textura de las leches fermentadas (Ortega et.al, 2002).

1.2.4.5 PRODUCCION DE AROMAS

Determinados estreptococos, Leuconostoc y otras bacterias lacticas mesofilas son capaces de
producir aromas como el diacetilo o la acetoina desde el acido citrico o el piruvato. Las bacterias
de yogur producen acetaldehido desde los aminoacidos mediante la treonina, la utilizacién de
glucosa via Acetil CoA y la utilizacion de &cidos nucleicos (Ortega et.al, 2002).
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1.2.4.6 METABOLISMO DE LAS PROTEINAS

Las bacterias lacticas son débilmente proteoliticas si las comparamos con otras bacterias. Sin
embargo, sus sistemas proteinasa estan compuestos por un buen nimero de proteinasas y
péptidos localizados en la pared bacteriana, en la membrana celular y en el citoplasma. El grado
de protedlisis conseguido es importante porque (Ortega et.al. 2002):

> La liberacion de péptidos y aminoacidos pueden afectar la estructura fisica del producto.

» Muchos aminoacidos producidos mediante la hidrdlisis de proteinas son esenciales para el
crecimiento de ciertos microorganismos.

» Los aminodcidos y los péptidos son precursores de muchas reacciones que dan lugar a
compuestos aromaticos.

1.2.4.7 BIFIDOBACTERIAS

En 1900, Tissier describié por primera vez a las bifidobacterias. Desde ese momento, su
clasificacion ha evolucionado continuamente, y actualmente incluye alrededor de treinta especies.
En general, son bastones Gram positivos y anaerobios estrictos, que frecuentemente tienen
necesidades nutricionales especiales y crecen lentamente en la leche. Muy pocas cepas se han
adaptados lo suficientemente bien a la leche y pueden crecer en numero suficiente como para
sobrevivir durante la vida de anaquel de las Leches Fermentadas. Las bifidobacterias producen
tanto acido lactico como acido acético como productos finales mas importantes de su
metabolismo (heterofermentativo), muchos microbidlogos las consideran corno bacterias &cido
lacticas, exceptuando algunos casos (Martinez, 2005).

Su nombre viene de la observacion la cual, estas bacterias Gram positivas existen a menudo en
bastones en forma de Y o forma "bifida". Las bifidobacterias son anaerobias con una ruta
metabolica especial que permite, producir tanto &cido lactico corno acético. Requieren
frecuentemente necesidades nutritivas especiales, por lo que es a menudo dificil aislar y crecer en
laboratorio a estas bacterias. EI pH de crecimiento es 6-7, la temperatura 6ptima de crecimiento
es 37-41°C, con una temperatura maxima de crecimiento de 43-45°C (Martinez, 2005).

Les bifidobacterias (figura 9) son habitantes normales del tracto gastrointestinal humano y estan
presentes durante toda la vida, apareciendo a los pocos dias después del nacimiento, la poblacion
parece ser relativamente estable hasta la edad avanzada. Constituyen una de las diversas especies
predominantes de microflora del colon, junto con Peptostreptococcus, Eubacterias, Clostridia, y
Bacteroides. Las cuales se encuentran presentes en niveles que van de 10%-10™ bacterias/g de
material del colon. Las bifidobacterias difieren de las bacterias acido lacticas en que no solamente
producen &cido lactico sino también &cido (Martinez, 2005).
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Figura 9: Bifidobacterium.

1.2.4.8 TAXONOMIA DE LAS BIFIDOBACTERIAS

La taxonomia de las bifidobacterias ha cambiado continuamente desde que fueron aisladas por
primera vez. Se le ha asignado a los géneros Bacillus, Bacteroides, Norcardia, Lactobacillus y
Corynebacterium entre otros, antes de que reconociera como un género separado en 1974
(Martinez, 2005).

No hay ninguna prueba que permita la determinacion del origen de una cepa, el origen es
arbitrario basado en la taxonomia de la cepa. Muchas especies estan presentes en animales y
humanos, la flora humana se ha estudiado extensivamente (Martinez, 2005).

En la manufactura de productos lacteos fermentados, B. bifidum es la especie méas utilizada
seguida se encuentran B. longurrt y B.breve. Las bifidobacterias son usualmente utilizadas en
combinacién con otras bacterias acido lacticas por su lenta produccion de acido (Martinez, 2005).

Existen diferencias marcadas: entre cepas en cuanto a su habilidad para tolerar las sales y acidos
biliares, hecho gque hace que su supervivencia sea un criterio de seleccion importante. Un: vez
que las bifidobacterias alcanzan su sitio de accién, deben ser capaces de ejercer el efecto deseado;
la funcion es esencial. Esta capacidad solo se puede reconocer a través de estudios in vivo e in
vitro, utilizando a los microorganismos especificos en cuestion. En cualquier proporcion, las
cepas de bifidobacterias en los intestinos humanos en particular, varian enormemente de un
individuo a otro, y todas las bifidobacterias ingeridas se pueden considerar como “extrafias™ en el
consumidor. Por lo tanto, el origen en si, no es un criterio significativo de seleccion (Martinez,
2005).

1.2.5 IDENTIFICACION Y VIABILIDAD DE BACTERIAS PROBIOTICAS

Las bacterias lacticas (BAL) pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Streptococcus y
Bifidobacterium poseen caracteristicas probioticas y por ello son incluidas en diversos productos
lacteos comerciales como yogures y otras leches fermentadas. Estos probioticos contienen un
namero elevado de microorganismos vivos que deben sobrevivir primero a su almacenamiento en
el producto y mas tarde a la accion de los jugos gastricos e intestinales. Para que ejerzan un
efecto beneficioso sobre la salud se estima que deben alcanzar vivos en el intestino en una
concentracién de 10’ por gramo. Entre los efectos beneficiosos se han descrito el alivio y
prevencion de diarrea, la mejora en la digestion de lactosa y la reduccion de riesgo de cancer de
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colon y de los niveles de colesterol en la sangre. Debido a sus multiples beneficiosos sobre la
salud las BAL son cada vez més utilizadas en la elaboracion industrial de productos probiéticos,
por lo que se hace necesaria la identificacion precisa de estas bacterias, 1o que ademés implica
una ventaja para el consumidor que se encuentra asi perfectamente informado del contenido de
los productos probioticos (Martinez, 2005).

Los métodos de identificacion de estas bacterias &cido lacticas han sufrido una gran evolucion
desde sus comienzos. Tradicionalmente, especies de los géneros Lactobacillus, Streptococcus y
Bifidobacterium se han clasificado de acuerdo a sus estudios fenotipicos; como la observacion de
su morfologia celular, andlisis de sus productos fermentados, sus actividades enzimaticas o la
capacidad de utilizar diversos carbohidratos. Estos métodos se encuentran claramente
descontinuados hoy en dia, debido principalmente a su falta de reproductibilidad en ensayos
interlaboratorios y su incapacidad para identificar con precision la gran diversidad de cepas que
forman el grupo de bacterias acido lacticas. Estos problemas quedan subsanados con la aparicién
de los métodos moleculares. Entre ellos cabe destacar los de hibridacion ADN-ADN, analisis
RFLP, los derivados de la PCR como los RAPD y los basados en el uso de sondas basadas en
secuencias del gen 16S del ARNr marcadas con fluorocromos con la hibridacion in situ. Estos
métodos han sido aplicados mayoritariamente en la identificacion de especies de los géneros
Lactobacillus, Streptococcus, y en mucha menor medida en el caso de Bifidobacterium
(Martinez, 2005).

1.2.6 EFECTO DE LOS PROBIOTICOS EN LA SALUD

Las bacterias lacticas se consideran microorganismos capaces de sobrevivir a través del tracto
gastrointestinal, con un efecto inmodulador y beneficioso sobre la funcién intestinal. Sin
embargo, aun son necesarios estudios bien disefiados con marcadores que puedan definir el efecto
saludable de estos probidticos (Ortega et.al, 2002).

Todavia estd por resolver como se lleva a cabo la interaccién de las bacterias lacticas con las
células linfoides del intestino para conseguir la activacion del sistema inmunitario de la mucosa,
asi como el mecanismo por el cual estas bacterias beneficiosas pueden ejercer su efecto
coadyuvante (Ortega et.al, 2002).

En distintos estudios se mencionan posibilidades diversas que involucran tanto a la inmunidad
especifica como inespecifica para explicar la actuacién de las BAL (Ortega et.al, 2002).

1.2.6.1 REPERCUSION DE LOS PROBIOTICOS EN EL ESTADO NUTRICIONAL

Uno de los factores con mas influencia en el mantenimiento y mejora de la salud y calidad de
vida de los individuos es la alimentacion. Esta es la razon por la que hoy en dia la sociedad
demanda alimentos que, ademas de ser apetecibles, promuevan un beneficio sanitario (Ortega
et.al, 2002).

Los probidticos mas utilizados en la actualidad son bacterias del género Lactobacillus y
Bifidobacterium, y se encuentran especialmente en yogures y otras leches fermentadas. En
concreto, estos alimentos presentan unas caracteristicas organolépticas muy agradables, son
faciles de consumir y digerir y proporcionan cantidades importantes de nutrientes en forma

15



altamente disponible para el organismo, por lo que su consumo regular puede tener grandes
ventajas, no solo sanitarias, sino también nutricionales. Todo esto ha llevado a un notable
aumento en el consumo de estos alimentos en los ultimos afios (Ortega et.al, 20002).

Los lacteos son alimentos valiosos desde el punto de vista nutricional, pues proporcionan
elevadas cantidades de nutrientes en una baja cantidad de energia. Aportan, a la dieta media,
proteinas de alta calidad, vitaminas A y D, magnesio, zinc; nutrientes que son, ademas, de
elevada bioutilizacién. Especialmente destacan por su riqueza en calcio y riboflavina, por lo que
es dificil conseguir una situacion adecuada en relacion con estos nutrientes tomando menos de
dos o tres raciones diarias de productos lacteos (Ortega et.al, 2002).

En concreto para un adulto medio, con el consumo de un yogur se cubre entre el 13y 17% de las
ingesta diaria recomendada para la riboflavina, el 10% de las establecidas para proteinas y
vitamina B12 y el 22% de las marcadas para el calcio. También se consigue aproximadamente el
5% de la cantidad diaria recomendada (Ortega et.al, 2002).

1.2.6.2 ALIMENTACION Y RESPUESTA INMUNITARIA

El papel principal de la dieta es aportar los nutrientes suficientes para hacer frente a los
requerimientos metabolicos de nuestro organismo y, al mismo tiempo, proporcionar bienestar
fisico y psiquico. En la actualidad se fomenta el uso de alimentos en la promocion del estado de
salud, con la intencién de prevenir el riesgo de enfermedades. De hecho, la investigacion actual
esta encaminada a determinar como pequefios déficits nutricionales pueden producir alteraciones
sobre el sistema inmunitario, influyendo a su vez en otros sistemas de organismo como endocrino
y el nervioso (Ortega et.al, 2002).

El sistema inmunitario se encarga de la defensa del organismo, poniendo en marcha una serie de
mecanismo para hacer frentes a la invasion masiva de sustancias extrafias (antigenos) al mismo.
El tipo de respuesta inmunitaria depende de la naturaleza del antigeno (virus, bacterias, parasitos,
hongos, podlenes, determinadas proteinas alimentarias), asi como de su via de entrada al
organismo (piel, sangre, mucosa respiratoria, epitelio del tracto gastrointestinal). Se dan
principalmente tres fases en la respuesta inmunitaria: identificacion de la particula extrafia,
destruccidon de la misma y regulacion de la respuesta inmunitaria mediante diversos mecanismos
de retroalimentacion o “feedback” (figura 10) (Ortega et.al, 2002).
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Figura 10: Esquema de la actuacion de las células inmunocompetentes ante la llegada de un antigeno.
(Ortega et.al, 2002)
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1.2.6.3 PAPEL DE LOS PROBIOTICOS EN LA PREVENCION DEL CANCER

Se desconocen los mecanismos precisos por los cuales las bacterias &cido- lacticas (BAL) pueden
inhibir el cancer de colon. Los posibles mecanismos potenciales se enumeran a continuacion
(figura 11) (Ortega et.al, 2002).

>

Union/ adsorcion de carcindgenos: Hay varios estudios “in vitro” que demuestran que la
adsorcion o unioén de carcindgenos (aminas heterociclicas, aflatoxina B1 y benzopirenos),
a las bacterias acido-lacticas y otras bacterias disminuye su mutagenicidad.

Efectos sobre las enzimas bacterianas; produccién de metabolitos: la administracion
de algunos probidticos y prebioticos a animales y a seres humanos, conduce a
reducciones en ciertos metabolitos bacterianos y en otras enzimas bacterianas que se
supone estan implicadas en la sintesis o activacion de carcin0genos, mutagenos y otros
promotores de tumores (o - glucuronidasa, B-glucoronidasa, nitrato-reductasas y
amoniaco).

Estimulo de las enzimas del huésped implicadas en la inactivacion cancerigena: hay
estudios que demuestran la administracion de BAL, que producen un incremento en la
actividad enzimatica o de procesos que protegen a las células contra la lesion inducida por
carcindgenos. Estos incluyen la glutation-transferasa (inducida por el B. Longum, lactulosa y
el almidon resistente), las uridinas hepaticas difosfo-glucuronil-transferasas, la reductasa
colénica NADPH-citocromo P450 (inducida por varias BAL), y la eliminacion de la O°-
metilguanina de la mucosa coldnica en ratas tratadas con AOM a las que se les dio BAL.
Tales mecanismos de proteccion podrian ser eficaces contra una amplia gama de carcindgenos
presentes en la dieta, que posiblemente pueden promover varios focos de cancer.

Alteracion de la apoptosis (muerte celular programada) y la proliferacion celular. La
administracion de inulina/fructooligo-sacaridos a las ratas tratados con AOM incrementd la
apoptosis en el colon, especialmente el colon distal. Las BAL inhibieron la
hiperproliferacion de células inducidas por el AOM vy la actividad de la ornitin-
decarboxilasa en ratas.

Modulacion de la respuesta inmunoldgica/inflamatoria. La supresion del crecimiento
de tumores mediante yogur en ratones tratados con DMH, se asocia a la supresion de la
respuesta inmunoldgica inflamatoria (24). Sin evidencia que lo avale, se ha propuesto un
mecanismo inmunoldgico que explica el incremento de tiempo antes de la reaparicion del
tumor en los pacientes de cancer de vejiga que toman L. casei.

Otros mecanismos posibles. Se han propuesto varios mecanismos adicionales, generalmente
con pocos datos que los apoyan. Estos incluyen la aparicion de productos por la fermenta-
cion colénica, (por ejemplo, butiratos, lactatos), presencia de componentes bioactivos
producidos por las leches fermentadas (péptidos funcionales, nisina, bacteriocinas), mayor
produccion de mucosidad o cambios en la composicion del mucus, actividad del calcio
sobre la mucosa epitelial y el lumen, reduccion del tiempo de transito intestinal, etcétera. A
continuacion se muestra un ejemplo de la evolucion de cancer de colon (ver figura 11):
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Figura 11: Evolucién del cancer de colon

1.3. DIGESTION
1.3.1. FASES DE LA DIGESTION

El conjunto de 6rganos cuya funcidn correlativa consiste en convertir los hidratos de carbono, las
grasas Y las proteinas de los alimentos en sustancias aprovechables por el organismo es el sistema
digestivo, llamado también tubo digestivo, porque es, en realidad un tubo de casi once metros de
longitud, a lo largo del cual, el alimento sufre varias transformaciones (es digerido) a través de
una fase mecanica y una fase quimica (www.sistemadigestivo.com).

Fase mecéanica consiste en la reduccion del alimento que ingerimos en particulas lo bastante
pequefias para que lo podamos tragar facilmente y para que pueda "viajar" por el tubo digestivo.
Como ya sabes, esta fase mecanica tiene lugar basicamente en la boca. Los dientes cortan,
desgarran y trituran los alimentos, con la ayuda de la lengua, para que todos los dientes
intervengan en la masticacion (www.sistemadigestivo.com).

Fase quimica de la digestion, consiste en la transformacion de los alimentos en sustancias
asimilables por el organismo. Esta transformacion se realiza por la accion de varios jugos,
Ilamados jugos digestivos, segregados por diversas glandulas, situadas unas en la boca y en el
estomago, y otras (el higado y el pancreas) situadas fuera del tubo digestivo, pero conectados a él
a través de diversos conductos (www.sistemadigestivo.com).
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Los d6rganos del tubo digestivo, son: la boca, el es6fago, el estdbmago, el intestino delgado, el
intestino grueso y el recto. A continuacion se describen:

1.3.1.1. SALIVA

La desintegracion mecéanica y quimica de la comida inicia en la boca (figura 12). Los dientes la
trituran, convirtiéndola paulatinamente en particulas cada vez mas pequefias, y con ayuda da la
lengua y los musculos del menton la mezclan con saliva. EI moco y los liquidos de la saliva la
humedecen y la lubrican. Una enzima la amilasa salival (o ptialina), comienza el desdoblamiento
quimico del almidon . Gracias a la actividad de esta enzima en la boca, la comida se convierte en
una masa blanda, llamada bolo, que luego es llevado hacia la parte posterior de la boca y alli se
deglute.

Al desplazarse a ese sitio, los musculos de la faringe originan un reflejo de deglucion. La lengua
se impulsa hacia arriba contra el paladar, evitando con ello la expulsion de la comida, los
musculos de la faringe se contraen para hacer que la comida llegue al eséfago. Este es un tubo
muscular que conduce al alimento hacia el estomago. Este es un tubo muscular que conduce el
alimento hacia el estomago.

Figura 12. Boca; inicio de la digestién

1.3.1.2 ESTOMAGO

La presencia del bolo estimula. En el estomago este tubo adopta forma de una bolsa muscular que
se estira para recibir grandes cantidades de alimento. La presencia de este estimula las glandulas
de las paredes para que segreguen una hormona, gastrina, hacia la sangre. La gastrina hace que
otras células del estomago produzcan jugo gastrico, que contiene acido clorhidrico, enzimas
digestivas y moco. A continuacion esta se mezcla con la comida en virtud de las contracciones de
la pared del estomago. Un anillo muscular, el esfinter cardiaco impide que esas contracciones
empujen la comida hacia el esofago.

La mezcla de comida y jugo gastrico se denomina quimo, en el estdbmago el quimo es

extremadamente acido de este estado que desactiva la amilasa salival, es esencial para la
actividad de la pepsina, la principal enzima del estomago. Ella inicia la digestion, las proteinas se
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desintegran las en pequefios fragmentos llamados polipéptidos. Como la pepsina digiere las
proteinas en las células que las elaboran, deben ser sintetizadas en una forma ilativa denominada
pepsindgeno, el cual se convierte en pepsina por accion del &cido clorhidrico antes de ser se
gradada en al estomago. En seguida activa otras moléculas del pepsindgeno. EI moco protege la
pared estomacal contra la actividad del acido y de la pepsina. El desdoblamiento de proteinas es
el sitio principal de la digestion y absorcion. Parcial de las proteinas constituye la actividad
digestiva mas importante que tiene lugar en el estdbmago.

1.3.1.3 INTESTINO

El estbmago poco a poco envia sus contenidos hacia el intestino delgado, sitio principal de la
digestion y absorcion. Su enorme longitud le da mucho tiempo para realizar ambos procesos. Su
pared interna posee amplios pliegues cubiertos con millones de protuberancias mas diminutas: la
vellosidades intestinales, también ellas tiene un contorno irregular; cientos de microvellosidades
se encuentran el superficie de cada célula. Este pliegue tan extenso aumenta el area de absorcion
del intestino delgado unas 600 veces mas de la que corresponderia a un cilindro sin rugosidades
(www.monografias.com)

Figura 13: Digestion intestinal.

El intestino en mamiferos y en humanos se divide en dos segmentos: intestino delgado e intestino
grueso.

» Intestino grueso: Se limita a absorber las vitaminas que son liberadas por bacterias que
habitan en el colon y el agua, compacta las heces y almacena la materia fecal hasta que es
expulsada.

> Intestino delgado: Formado por tres porciones: Duodeno, Yeyuno Y fleon

Se realizan dos funciones distintas: La digestién quimica total de los alimentos y la absorcion de
éstos. En este tramo desembocan: El higado, que segrega la bilis, EI pancreas que segrega el jugo
pancreatico, ademas en las paredes de la mucosa intestinal existen otras glandulas como las
glandulas de Briinner que segregan mucus Yy las glandulas de Lieberkiihn, que segregan jugo
intestinal (tabla 4). El resultado de la accion de estos jugos es conseguir que: los glicidos se
transformen en monosacaridos, las grasas se rompan en &cidos grasos y glicerina, y las proteinas
se rompan en aminoacidos (figural3) (www.monografias.com).
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Al finalizar la digestién el quimo se transforma en un liquido lechoso llamado quilo formado por
agua, glicerina, monosacaridos, bases nitrogenadas, aminoacidos y productos no digeridos.

Los productos de la digestion deben traspasar la pared intestinal (absorcidn) para ingresar en el
torrente circulatorio y ser transportados a todas las células del cuerpo.

Tabla 4. Composicidn de los jugos que se vierten al intestino.

BILIS JUGO INTESTINAL JUGO PANCREATICO
Agua Agua Agua
Sales Inorganicas lones indrganicos lones indrganicos
Sales Biliares Mucina Peptidasas inactivas
Pigmentos biliares Lactasa, maltasa, sacarasa  Carboxipeptidasas
Acidos biliares Lipasa intestinal Amilasa Pancredtica
Grasas Peptidasas Lipasa Pancreética
Colesterol Enteroquinasas Nucleasas Pancreéticas

Fosfatasa alcalina
Fuente: www.profesorenlinea.cl

1.4 QUITOSAN
1.4.1 GENERALIDADES DEL QUITOSAN

Por su amplia distribucion en la naturaleza la quitina es el segundo polisacéarido en abundancia,
después de la celulosa. Fue descubierta por Braconnot en 1811 cuando estudiaba las sustancias
derivadas del Agaricus volvaceus y otros hongos. Posteriormente Odier, en un articulo sobre
insectos reportdé que habia encontrado en algunos insectos la misma sustancia que forma la
estructura de las plantas, llamandola “quitina” (del griego tunic, envoltura). Payen, en 1943,
inicié una controversia que duré mas de cien afios sobre las diferencias entre la quitina y la
celulosa, en parte porque se pensaba que la presencia de nitrogeno reportada en algunas
investigaciones se debia a residuos de proteinas que no podian ser completamente eliminados de
las muestras (Larez, 2003).

El nombre sistematico de la quitina es P(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. Se encuentra
principalmente en las conchas de crustaceos y formando parte del exoesqueleto de los insectos,
asi como también en las paredes celulares de muchos hongos, levaduras y algas. La quitina es
completamente insoluble en agua o en medio acido (figura 14). Su estructura quimica es la
siguiente:

Quitina (|3H3
CHs0H cOo
- |
=0 0 NH .7~ ..
HO -
HO
0

NH 0
. CHo0OH
co
|
GHn

Figura 14: Estructura quimica de la quitina
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Por su parte, el quitosano es también un polisacarido que se encuentra en estado natural en las
paredes celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal fuente de produccion es la
hidrolisis de la quitina en medio alcalino, usualmente hidroxido de sodio o de potasio, a altas
temperaturas. El quitosdn fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al tratar
quitina con una solucion caliente de hidroxido de potasio se obtiene un producto soluble en
acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como ¢l la llamd, se tornaba de color violeta en
soluciones diluidas de ioduro y &cido, mientras la quitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue
estudiada por Hoppe-Seyler quién la denominé “quitosan” (también se conoce como quitosano en
algunos lugares, chitosan en inglés (Larez, 2003).

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble en medio acido
conocido como quitosan (figura 15); sin embargo, cuando la desacetilacion del material de
partida es incompleta se crea una mezcla de cadenas que tienen distintas proporciones de
unidades P(1-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y p(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, cuya
relacién depende de las condiciones de reaccion y que, obviamente, genera materiales con
distintas propiedades denominados quitosan. La diferencia en las propiedades de estos materiales
puede llegar a ser notable, como por ejemplo la distinta solubilidad en medio acuoso que pueden
Ilegar a tener. Las estructura quimica del quitosan se muestra a continuacién (Larez, 2003):

Quitosano CHg
CHyOH co
- |
0 NH ..
HO -
0
NH 0
2 CH20H

Figura 15: Estructura del quitosan

1.4.1.1. PROCESO DE MANUFACTURA DEL QUITOSAN

La quitina es tratada con hidroxido de sodio fuerte y se hidroliza en N —acetil la unién del
acetil, se enjuaga, y se ajusta el pH. En este estado, el quitosan puede ser deshidratado para dar
lo que se llama e “chitosan en hojuelas”. Este es un producto en polvo de malla tosca cuyo
tamafio de particula puede ser reducida moliendo para dar un polvo de malla méas fino. Quitosan
en polvo a su vez puede ser mezclado en seco con un acido organico, como el &cido adipico,
para dar mezcla acida que se pueda disolver. Debe recordarse que el quitosan en su formo de
amina libre normalmente no es soluble en agua a pH’s sobre 6.5 y requiere del acido para
preparar las soluciones acuosas (figura 16).
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1.4.1.2. DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA OBTENCION DEL QUITOSAN
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Figura 16: Diagrama de obtencion del Quitosan (Peral y Garzia, 2002)

1.4.2. APLICACION DEL QUITOSAN EN LA INDUSTRIA

Dado el gran numero de trabajos que existen sobre este versatil material es conveniente realizar
una clasificacion por area sobre las aplicaciones que se le han ido dando. A continuacion se
presentan algunas de ellas, aunque la lista no pretende ser exhaustiva (tabla5) (Skjak-Braek,

1989)

APLICACION

Tratamiento de agua

Tabla 5. Aplicaciones del quitosan.
EJEMPLO

Remueve los iones de metal, floculante de proteinas, aminoacidos,
filtracion.

Industria del papel

Tratamiento de superficie, papel para fotografia
Papel carbén

Medicina Control de colesterol en la sangre
Membranas, control de la liberacién de activos
Lentes de contacto, inhibicion de tumores
Cosméticos Cremas para manos , cara y cuerpo, pasta de dientes
Agricultura Controlador de liberacién de agroquimicos
Alimentos Conservadores
Aditivos para la alimentacion animal
Remueve colores, sélidos, acidos
Membranas Osmosis inversa, control de permeabilidad, preparacion de solventes

Biotecnologia

Fuente: Goseen, 1997

Inmovilizacion de enzimas, separacion de proteinas
Cromatografia, inmovilizacion y recuperacion de células
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1.4.3. MICROENCAPSULACION

Microencapsulacion se define como una tecnologia de empaquetar solidos, liquidos o materiales
gaseosos en capsulas miniatura, selladas, que pueden soltar sus volumenes a las proporciones
controladas bajo influencias de condiciones especificas. Una microcdpsula consta de una
membrana semipermeable, esférica, delgada, y fuerte que rodea un centro del sélido o liquido,
con un diametro que varia de unas micras a 1 mm. Una descripcion breve de técnicas del
Microencapsulacion para la encapsulacion de microorganismos probidticos se da en la tabla 6
que se muestra a continuacién. (Anal y Singh, 2007)

La encapsulacion pueden usarse en un amplio sentido para muchas aplicaciones en la industria
alimentaria, proporcionando sustancias, estabilizando el material del encapsulado y controlando
reacciones de oxidacion, proporcionando las sustancias o controlando la liberacién, ocultando
colores y olores, extendiendo la vida de anaquel y protegiendo los componentes contra la
pérdida nutritiva. Los polimeros alimenticios como el alginato, quitosan CMC, carragenina,
pectina son principalmente aplicados usando varias tecnologias de Microencapsulacion. (Anal y
Singh, 2007)

Tabla 6. Aplicacion de polimeros en la Microencapsulacion.

TECNICA
DE TIPO DE MATERIAL PASOS IMPORTANTES
ENCAPSULACION

1. Preparacién de la solucion incluyendo el

Secado microorganismo
Por aspersion Polimeros  solubles en 2. Atomizacion de la alimentacién dentro del
agua spray
3. Evaporacion

e

Separacion del producto o en forma seca
1. Preaparicion de la solucion que contiene el

Congelado Ceras, acidos  grasos, problema (probiético)
Por aspersion polimeros  soluble e 2. Solidificacion de la capa mediante la
insolubles en agua congelacion del material fundido
1. Preparacion de las soluciones

N

Suspension Fluidizacion de las particulas del centro
De aire Polimeros lipidos y ceras 3. Recubrimiento de las particulas a
encapsular con una solucion protectora

Extrusion 1. Preparacion de materiales para la solucién
Polimeros  solubles e protectora
insolubles en agua 2. Dispersion del material encapsulado

3. Enfriar o pasar el centro a través de una
mezcla de liquidos deshidratadores

Técnica 1. Se dispersa el material a encapsular en una
de Separacion Polimeros soluble en agua solucion de material protector (el material
de fase que va a formar esa capa protectora)

2. Aumentar la rigidez del material mediante
un tratamiento termind

Fuente: Anal y Sigh, 2007
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1.4.3.1. ENCAPSULACION DE PROBIOTICOS EN QUITOSAN

El biopolimero quitosén producto de la N-deacetilacion de el polisacérido quitina, ha ganado gran
importancia en el campo farmacéutico es un polimero de caracter cationico, de buena
compatibilidad, no tdxico y biodegradable. El quitosan puede ser aislado de caparazones de
crustaceos y cuticulas de insectos. Las propiedades del quitosan varian segun la fuente de
obtencidn. Los términos de quitina y quitosan se refieren a dos tipos de copolimeros, conteniendo
el residuo de dos monomeros anhidro-acetil-D-glucosamina y anhidro-D-glucosamina
respectivamente. La quitina es un polimero de f§ (1-4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopiranosa y es
uno de los mas abundantes materiales organicos en la tierra después de la celulosa y la mureina.
Para poder ejecutar suficiente estabilidad las esferas de quitosan pueden ser i6Gnicamente unidas
con fosfatos o alginatos (Anal y Singh, 2007).

——— =
1mmiSOkVU 204E1 S741-00 MU

Figura 17: Microcapsula.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Desarrollar y caracterizar microbiologicamente esferas de quitosan-alginato con el

microorganismo probidtico L. delbrueckii spp. bulgaricus encapsulado que aseguren su paso por
el estbmago Yy la viabilidad en el intestino “in vitro”.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Evaluar la resistencia y desintegracion de esferas quitosan-alginato, producidas a partir de
diferentes concentraciones de los dos polimeros en sistemas amortiguadores a diferentes pH’s.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Evaluar la viabilidad del Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus en condiciones gastricas e
intestinales “In Vitro™”.
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2.2 CUADRO DE METODOLOGICO

el estdmagoy la viabilidad en el intestino “in vitro”.

Desarrollar y caracterizar microbiolégicamente esferas de quitosan-alginato para encapsular el microorganismo probiético L. delbrueckii spp. bulgaricus que aseguren su paso por

OBJETIVOGENERAL

H

OBJETIVOPARTICULAR1

OBJETIVOPARTICULAR?2

Evaluar la resistencia y desintegracion de esferas quitosan-alginato, producidas a partir Evaluar la viabilidad del L. bulgaricus en condiciones géstricas e intestinales “ in
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Conteo de m.o viables por esfera,
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2.3 DESCRIPCION DEL CUADRO METODOLOGICO
Los polimeros utilizados para la experimentacion tienen las siguientes caracteristicas:

e Quitosan de cangrejo de peso molecular 52, 800 g/mol; Grado de desacetilacion de
99%. Obtenido en el laboratorio de biotecnologia (Miranda Castro, 2000)
e Alginato Keltone alto peso molecular.

Las concentraciones de cada polimero se definieron en base a estudios ya realizados (Chen
et. al 2006; Krasaekoopt et.al. 2006), sin embargo debido al tipo de quitosan utilizado se
tuvo variantes por lo cual se propusieron otros rangos de concentracion para cada polimero
los cuales se muestran a continuacion:

Tabla 7. Variaciones en la concentracion para cada polimero.

QUITOSAN | ALGINATO (%) cacl,(M) | cacl,
(%) M)

1 1
15 0.05 -

2

15 1
15 0.05 -

2

2 1
15 0.05 -

2

Las soluciones en las cuales se sometieron las esferas formadas para evaluar su resistencia,
son a PH=1(esta solucion conteniendo pepsina) y pH=8 simulando los pH’s del estbmago e
intestino respectivamente.

Preparacion de las soluciones

Para la preparacion de la solucién de quitosan al 1%, 1.5% y 2%, se pesaron 1g, 1.5g, 29
respectivamente de quitosan para 100ml de agua destilada, a la solucion se le agregd 0.5 ml
de &cido acético para disolver mediante un agitador magnético. Posteriormente se procedio
a ajustar el pH. (krasaekoopt et.al. 2006).

El valor de pH requerido para la formacion de esferas es de 5 el cual se realizd mediante la
adicion de una solucion de NaOH al 12% utilizando el potenciometro VWR Scientific.

Para la preparacion de 100 ml de solucion de alginato al 1%, 1.5% y 2%, se pesaron 1, 1.5,
y 20, respectivamente, de alginato Keltone de alto peso molecular, el cual se disolvi6 en
agua destilada mediante un agitador magnetico.
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Preparar la solucion de CaCl, al 0.05M. De la cual solo se le incorpord 20ml de solucién
de CacCl, a la solucidn de quitosan (Ik-keun Yoo et.al. 1996).

Formacion de esferas

La formacion de esferas se llevd a cabo por medio de la técnica de goteo en la cual la
solucion de alginato se goted dentro de la solucion de quitosdn a una distancia de 20 cm
aproximadamente empleando un gotero con orificio de 2 - 3 mm de didmetro, en reposo
durante 24 horas para fortalecer la esfera. Para las variaciones de la concentracion de los
polimeros propuesta en la (tabla 7). Se realiz6 una prueba incorporando a la solucion de
quitosan CaCl, al 0.05M, y en ausencia de CaCl, para evaluar la resistencia y
desintegracion de las esferas a cada una de las condiciones.

La seleccion de esferas se llevé a cabo mediante el criterio reportado en la tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas de calificacion para la seleccion de esferas.

Presenten forma esférica o ligeramente ovoide | Semiduras (Al ejercer presion con los dedos
se fragmenten).

Al deshidratarse conserven su forma esférica Tamafio de particula 2 mm a 3mm de
didmetro

Sin burbujas en la superficie

ACTIVIDAD 2
Evaluacion de esferas en pH acido y basico

Las esferas formadas a cada una de las concentraciones dadas en la tabla 7, se sometieron a
evaluacion de resistencia en soluciones de pH 1 (equivalente a pH gastrico), en 100 ml de
agua destilada conteniendo HCI. Para el caso de la simulacién a pH 8 ( pH intestinal), de la
misma manera en 100 ml de agua destilada se incorpor6 NaOH al 12% hasta obtener el pH
deseado, ambas pruebas se realizaron con agitacion.

Se colocaron cada una de las soluciones en tubos de 10 ml con 1 g de esferas en agitacion,
durante 1h, las esferas que se mantuvieron integras frente a pH 1, se filtraron y se
traspasaron al los tubos conteniendo la solucion a pH de 8 en agitacion esta etapa de
evaluacion de esferas se llevo a temperatura ambiente.

De todas las esferas formadas para cada una de las concentraciones se seleccionaron
aquellas que cumplieron con las siguientes caracteristicas:

- Las esferas deben conservarse integras durante su estadia en pH acido, suavizandose
solo un poco.
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- Durante su estadia en pH alcalino la esfera debera disolverse por completo o
fragmentarse lo més posible para poder liberara las células atrapadas.

Preparacion del inoculo

Se prepar6 agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y se esterilizé el medio a 121°C durante 15
minutos. Posteriormente se inoculd 1g de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus (CHR-
HANSEN) y se incub6 a 37°C durante 3 dias.(www.difcomanual.com).

Cinética de crecimiento del L. delbrueckii spp. bulgaricus

Se realizd la cinética del microorganismo L. delbrueckii spp. bulgaricus en leche, con 12%
de solidos de acuerdo a las indicaciones de la marca Svelty.

Se prepararon 10 matraces erlenmeyer de 250 ml conteniendo 100 ml de leche, en cada
matraz se incorporé 10 ml de indculo, y se incubd durante 20 h, se enumeraron los matraces
de 1 al 10. Cada 2 horas se filtr6 1 matraz para evaluar el peso de las células. Una vez
registrado el peso del papel filtro los residuos que quedaron sobre el papel se llevaron a
peso constante. Posteriormente los datos obtenidos se graficaron en funcién del tiempo.

Encapsulacion de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Una vez esterilizada las soluciones de alginato y de quitosan (conteniendo (CaCly). La
biomasa determinada por la cinética de crecimiento, se incorporo a la solucion de alginato
en condiciones estériles y se homogenizé. Por técnica de goteo se obtuvieron las esferas y
se dejaron en reposo a temperatura de 37°C durante 24 h para polimerizacion en la solucion
de quitosan, se lavaron las esferas con agua estéril para eliminar residuos de iones de calcio
y las células que no quedaron atrapadas.

Viabilidad

Conteo inicial de microorganismos viables por esfera. El conteo se llevd a cabo mediante
diluciones decimales. Se realizaron diluciones desde 10'- 10% en el primer tubo, se
incorpor6 1g del microorganismo obtenido por centrifugacion y homogenizo.
Posteriormente se sembraron las diluciones 10-°, 10-" y 10-®y se incubé a 37°C por 3 dias.
Una vez hecho el conteo de microorganismos, Se realizé una tincion de gram y se observo
en el microscopio para asegurar su pureza.

Simulacion “In vitro” de los fluidos gastrointestinales

Se sometieron las esferas a la actividad de los fluidos gastrointestinales “in Vitro”. La
composicion de dichos fluidos se realizd de acuerdo a los datos reportados en la tabla 9.
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1. Se prepar6 una solucion con los componentes que integran el fluido gastrico de

acuerdo a la tabla 9.

2. Se prepar6 una solucién con los componentes que integran el fluido intestinal de

acuerdo a la tabla 9.

Tabla 9. Composicion quimica de los fluidos gastro-intestinales.

CLASIFICACION

JUGO GASTRICO

JUGO DUODENAL

NaCl (5.50) NaCl (14.00)
NaH,PO, (1.80) NaHCO; (6.80)
Inorgénica (g/L) KCI (1.65) KH2PO, (0.016)
CaCl, (0.80) KCI (0.72)
NH4CI (0.70) MgCl, (0.01)
CaCl, (0.39)
37% HCI (15.0) 37% HCI (1.00)
Glucosa (1.30) Urea (0.20)
Acido (ml/L) Acido glucorénico (0.04) BSA (2.00)

Urea (0.20)
Glucosamina (0.70)
Mucina (6.00)

BSA (2.00)

Enzima (g/L)

Pepsina (2.00)

Pancreatina (6.00)
Lipasa (1.00)
Bilis

Fuente: Hurdzan, 2008

Viabilidad después de la actividad “In vitro”

Conteo de microorganismos viables por esfera, posterior a la actividad “in Vitro”

El conteo se realiz6 de la misma manera que para el conteo inicial, el cual consistié en
diluciones porcentuales. La variante es que el tubo donde se realiz6 la prueba de simulacién
instestinal fue la dilucion 1, y de ésta se tomdé 1ml para el siguiente tubo y asi
sucesivamente hasta la dilucién 10-°.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de esferas

De acuerdo a la variacion en la concentracion de los polimeros alginato y quitosan
reportadas en la tabla 7. Se obtuvieron los siguientes datos:

Para la formacion de esferas, se realizo, la combinacion de cada una de las concentraciones
planteadas para cada polimero quitosan y alginato. Asi como la presencia de CaCl; en la
solucidn de quitosan cuando la solucion lo haya requerido.

La tabla 10 que se muestra a continuacion corresponde a 9 diferentes combinaciones
obtenidas a partir de las concentraciones planteadas para cada polimero, la cual describe si
se logré o no la formacion de esferas. Esta prueba se realizo sin CaCl, en la solucién de
quitosan.

Tabla 10. Formacion de esferas sin CaCl,

Quitosan- Sin CaCl, Caracteristicas
alginato(%o)
1 - 1 No hubo formacion El alginato se aglomero6 en la superficie
1 - 1.5 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie
1 - 2 No hubo formacion El alginato se aglomero6 en la superficie
15 - 1 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie
15 - 15 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie
15 - 2 Si hubo formacion Esfera débil, al tacto se desintegraba
2 - 1 No hubo formacion El alginato se aglomero6 en la superficie
2 - 15 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie
2 - 2 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie

Como se muestra en la tabla 10,en la mayoria de las combinaciones quitosan-alginato no
tuvo formacién de esferas, ya que al realizar la formacién por técnica de goteo el alginato
se aglomeraba en la superficie. Solo se obtuvo formacion de esferas para la combinacién
quitosan 1.5% + alginato 2%, sin embargo, las esferas estaban muy fragiles y al tacto se
desintegraban. Por lo que se procedié a evaluar estas mismas condiciones pero ahora con
CaCl; en la solucion de quitosan.

La tabla 11 muestra los datos obtenidos, incorporando CacCl; en la solucion de quitosan al
0.05 M.
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Tabla 11. Formacién de esferas con CaCl, al 0.05 M

Quitosan-alginato 0.05 M CacCl, Caracteristicas
1 - 1 Si hubo formacion Esferas débiles, muy pequefias al perder agua
se desintegraba la esfera
1 - 1.5 Si hubo Esferas débiles, muy pequefias al perder agua

se desintegraba la esfera, poca esfericidad,
con burbujas

1 - 2 Si hubo formacién Esferas fuertes, esféricas y mantenian su
forma aun secas.

15 - 1 No hubo formacién El alginato se aglomero6 en la superficie

15 - 15 No hubo formacién El alginato se aglomero6 en la superficie

15 - 2 Si hubo formacién Esfera fuerte, esférica y al deshidratarse
mantenia su forma.

2 - 1 No hubo formacion El alginato se aglomer6 en la superficie

2 - 15 Si hubo formacion Poca esfericidad, pequefias y amorfas al
secarse.

2 - 2 Si hubo formacion Esfera fuerte, al deshidratarse mantenia la
esfericidad

Como se puede observar en la tabla 11 para las nueve combinaciones de quitosan-alginato,
hubo formacidn de esferas para 6 combinaciones; sin embargo, para la combinacion de
quitosan 1% + alginato 1% asi como para la combiancion de quitosan 1% + alginato 1.5%,
se obtuvieron esferas débiles y al secarse se desintegraban por completo, presentaban
burbujas en la superficie y tenian poca esfericidad. Por el contrario en lo referente a la
combiancion quitosan 1% +alginato 2% se obtuvieron esferas resistentes al tacto, esféricas
y aln cuando se deshidrataban quedaban esféricas. Para el caso de quitosan 1.5% + alginato
1%, quitosan 1.5% + alginato 1.5%, quitosan 2% + alginato 1 % no se obtuvo formacion de
esferas ya que al gotearse la solucidn de alginato sobre la solucién de quitosan se quedaba
en la superficie, debido a que la solucion de quitosan tenai mayor densidad. La
combinacién de quitosan 1.5% + alginato 2%, quitosan 2% + alginato 2%, presentaron
caracteristicas deseables ya que de éstas concentraciones se obtienen esferas resistentes al
tacto y al deshidratarse mantenian su forma esférica.

De las 6 combinaciones de quitosan — alginato solo 3 de ellas presentaron esferas con las
caracteristicas deseadas (ver tabla 8) por lo que solo estas tres combinaciones fueron aptas

para continuar a la siguientes prueba de resistencia en soluciones de pH &cido y béasico. pH
correspondiente a estdmago e intestino.

Evaluacion de esferas en en pH acido y basico

Combinacion Quitosan 1%-Alginato 2% +0.05M CaCl,
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La combinacion de Quitosan 1%-Alginato 2% +0.05M CaCl; produjo esferas resistentes al
tacto y al ejercer presion con los dedos se fragmentaban, las cuales se muestran en la
figurals8.

Figura 18: Esferas de Quitosan1%-Alginato 2%-0.05M CacCl,

Una vez obtenidas las esferas se procedié a evaluarlas en solucion de HCI a pH 1 de tal
forma que simule el pH estomacal, esta prueba se realiz6 con agitacion. (Chen et.al., 2006).

Durante esta etapa la esfera solo se suaviza, mas del 80 % aproximadamente de las esferas
conservaron la forma y se mantuvieron integras, por lo que se procedi6 a someterlas en
NaOH de pH 8 durante 1 hora, ésta alcalinidad es semejante a la del intestino (ver figura
19).

Figura 19: La figura de lado izquierdo de la Fotografia corresponde a las esferas que fueron sometidas a
solucion de pH 1, las esferas que se mantuvieron integras se sometieron a la solucién de pH 8 donde se puede
observar en la figura de lado derecho, al término de 1 hora las esferas se fragmentaron por completo.

La combinacion 1% + alginato 2% + 0.05 M de CaCl, present0 resistencia de la esfera
durante su estadia en solucién de pH 1 y en la solucién de pH 8 se observd que se
empezaba a desintegrar al minuto 40 logrando que al cabo de una hora todas las esferas se
fragmentaran. Estas condiciones obtenidas, son las necesarias para poder realizar la
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evaluacion “In vitro” con el Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus encapsulado en
dichas combinaciones de concentraciones de los polimeros quitosan-alginato.

Combinacion de Quitosan 1.5 %-Alginato 2% +0.05M CaCl,

La combinacion de Quitosan 1.5 %-Alginato 2% +0.05M CaCl, formaron esferas
resistentes de acuerdo al criterio de seleccion de esferas. En la figura 20 se puede observar
que las esferas formadas presentan buena esfericidad, no hay presencia de burbujas lo que
asegura buen atrapamiento de células.

Figura 20: Esferas formadas a la concentracién Quitosan 1.5% + Alginato 2% +0.05M CaCl,.

De la misma forma que la concentracion anterior estas esferas se sometieron a las
condiciones de pH 1 y 8 en las cuales las esferas solo se suavizaron durante la etapa de
acidez y en el caso de la solucion de pH 8 solo se fragmentaron un poco.

En la figura 21 se puede observar que la resistencia y desintegracion a cada una de las
etapas de acidez y alcalinidad, durante su evaluacion se observé que las esferas se
empezaban a desintegrar al minuto 43 durante la etapa de alcalinidad (resistencia en
solucién de NAOH), por lo que esta combinacién de concentraciones de los polimeros
también se consideré para hacer la prueba de simulacion In vitro conteniendo el
microorganismo Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus.

Figura 21: La imagen de la izquié?da?:brresponde a la exposicion de esferas a pH acido, la del lado derecho
corresponde a la exposicion de pH basico.
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Combinacion de Quitosan 2.0 %-Alginato 2% +0.05M CaCly,

En lo referente a la combinacion de concentraciones quitosan 2% + alginato 25 + 0.05M
CacCl,, también se obtuvieron esferas resistentes al tacto, pero al ejercer presion sobre ellas
se desintegraban, caracteristica que era indispensable para predecir la desintegracion de las
esferas durante la etapa de alcalinidad.

Al presentar aparentemente resistencia se procedi6 a evaluar estas esferas en condiciones de
las soluciones de pH=1 y pH=8 (recordemos que estos pH son similares al pH gastrico e
intestinal), las esferas que se mantuvieron integras en el pH=1 o en su defecto solo
fragmentado al cabo de una hora, se traspasaron a otro matraz el cual contenia solucién a
pH=8 ambas soluciones simulando las condiciones de acidez del estomago e intestino,
respectivamente. En la figura 22, se muestran las esferas que se sometieron a pH=1,
obteniéndose esferas suavizadas pero integras, por lo que se recuperaron y se colocaron el
matraz que contenia la solucién a pH= 8 (NAOH) se dejaron durante una hora en agitacion.

Figura 22: Esferas sometidas en solucién de pH=1

Al minuto 43 de mantenerse las esferas en solucion de NAOH a pH 8, éstas empezaban a
fragmentarse ligeramente, al cabo de una hora se obtuvieron las esferas fragmentadas al
100 % como se puede observar en la figura 23.
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Figura 23: Esferas fragmentadas sometidas a la solucion de pH=8

Curva de crecimiento del L. delbrueckii spp bulgaricus

Se realizo la cinética del microorganismo L. delbrueckii spp bulgaricus para determinar el
tiempo necesario para alcanzar el méximo crecimiento de la bacteria.

Se obtuvieron 8 datos en un estudio de 20 h, la cinética se hizo por triplicado y solo se
muestran los promedios. En la gréafica 1, se puede observar que a la hora 18 se mantiene
constante el crecimiento, teniendo una velocidad de crecimiento de 0.2083 g/h.

Grafical. Cinética de crecimiento de L. delbrueckii spp. bulgaricus.
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Obtencion de la Biomasa

Para preparar el indculo se incubd el microorganismo durante 18 h, en 500 ml de medio de
crecimiento MRS (Man Rugosa y Sharpe), tal volumen se establecio ya que de este solo se
obtenian 2 gramos (www.difcomanual.com) ver figura 24.

Figura 24: Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus en MRS.
De la biomasa centrifugada obtenida de el cultivo de 500 ml de MRS (Man Rugosa y
Sharpe) se llevé a cabo el conteo de microorganismos viables antes de encapsular en las
esferas, este conteo se realizd con un gramo de microorganismos centrifugados, esto se
realizd por dilucion donde los resultados fueron los siguientes:

Se hicieron 3 repeticiones y se obtuvieron los siguientes datos.

Tabla 12. Conteo de L. delbrueckii spp. bulgaricus

DILUCION | UFC/ ml
10-° 17x10°
10-° 3x10°
10-° 1x10°

Promedio = 7x10 ° UFC/ml

Para poder comprobar que las colonias que crecieron estaban puras, se realizé una tincion
de Gram, la cual se puede apreciar en la figura 25. Por lo gue inicialmente se realizé la

tincién del microorganismo directamente de la muestra comercial (CHIS-HANSEN). Para
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asi tener un pardmetro de comparacion con las tinciones de Gram que se hicieron durante

toda la experimentacion.

Figura 25: Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

La siguiente imagen (figura 26) corresponde a una tincion de Gram de una muestra de
MRS (Man Rugosa y Sharpe) conteniendo el microorganismo L. delbrueckii spp.

bulgaricus. Para verificar que hasta esta etapa no existiera contaminacion de las muestras.

Figura 26: Tincioén de Gram a una muestra de MRS (Man Rugosa y Sharpe)
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Encapsulacién de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

Como se observa en la figura 27, se presentan las esferas de quitosan-alginato + CaCl, a las

concentraciones de quitosan al 1%,1.5% y 2% y alginato al 2% con CaCl, 0.05M, con el

microorganismo encapsulado. Las esferas se ven sélidas y de color blanco. Conforme

aumenta la concentracion de quitosan, las esferas se notan de un tamafio mas pequefio y con

menor esfericidad.

Figura 27: De lzquierda a derecha esferas a concentracion de quitosan:1%, 1.5% y 2 % en combinacién con

alginato al 2% y CaCl, 0.05M respectivamente.

Viabilidad del Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus por esferas
Se realizé el conteo de microorganismos atrapados por esfera para comparar contra los

microorganismos que sobrevivan después de la actividad “In vitro” de los fluidos

gastrointestinales.

A continuacion se muestra el conteo de microorganismos por esferas para cada una de las

concentraciones, se realizé por triplicado y se muestran los promedios. Ver tabla 13.

Tabla 13.Conteo de L. delbrueckii spp. bulgaricus

CONCENTRACION | DILUCION | UFC/ ml
QN 2% - ALG 2% 10-° 2x10"
QN 1.5%-ALG 2% | 10-° 5x10’
QN 1% - ALG 2% 10-° 11x 10’
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Viabilidad del L. delbrueckii spp. bulgaricus en condiciones gastricas e intestinales “In
Vitro”

Las esferas formadas para las combinaciones de quitosan — alginato seleccionadas, una vez
que demostraron ser resistentes a los cambios de pH, de acido a basico; se procedid a
evaluarlas conteniendo el microorganismo Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus,
durante la simulacion gastrica e intestinal “/n Vitro” (Hurdzan, 2008). Lo cual significa
que el ambiente de exposicion de las esferas comprende: Cambios de pH drasticos,
Temperatura de 37°C, presencia de enzimas y agitacion ligera (esta condicién simulando
los movimientos de estdmago e intestino). El tiempo de residencia durante la simulacion
gastrica fue de 1h, mismo tiempo establecido para la simulacién intestinal (figura 28).

Lo que se pudo observar que a partir del minuto 50 aproximadamente las esferas
empezaban a desprender pequefios fragmentos por lo que al término de la hora las esferas
solo estaban suavizadas, esto, durante la etapa de simulacion gastrica tal manera que se
pudieron recolectar y traspasarlas a otro tubo el cual contenia solucion de simulacién
intestinal, en esta segunda etapa se pudo observar que al minuto 40 aproximadamente
empezaba a fragmentarse una pequefia cantidad de esferas, al minuto 55 las esferas
fragmentadas era mayor al 50% y al minuto 60 las esferas en su totalidad estaban
fragmentadas.

Durante estas dos etapas las esferas formadas a las 3 concentraciones seleccionadas se
comportaron de forma muy similar. Ya que al final de la simulacién se obtuvieron esferas
fragmentadas de tal manera que pudieran perfectamente liberar el contenido.

Fo A ) :
Figura 28: Esferas sometidas a la simulacion “in vitro”

Después de observar el comportamiento fisico de la esfera ante los rigores fisicos y
quimicos de la simulacion gastrointestinal se procedié a evaluar la supervivencia del
microorganismo ante estas condiciones.

Se realiz6 el conteo de microorganismos Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus después
de la actividad “in vitro”. Obteniéndose lo siguiente:

En los datos de la tabla 14 se puede observar que partiendo de una concentracion inicial del
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus 1x10 ° y concentracién inicial de la esfera de 10’
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se obtuvo una supervivencia del microorganismo méximo de 4x10° en el caso de la
concentracion de quitosan del 1% con alginato 2% y 0.05M de CaCl..

Tabla 14: Conteo de Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus

[QUITOSAN] | DILUCION UFC/ ml
1 10-! 4X10°
1.5 10-1 1X10°
2 10-! No hubo crecimiento

Se realizo la tincion de Gram para asegurar que los microorganismos fueran los de interés
(figura 29), ademés de asegurar que no existiera ningun tipo de contaminacién durante las
siembras y/o dilucion.

Figura 29: Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus después de la simulacién gastrointestinal “In vitro”
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DISCUSION

La encapsulacion puede ser usada para algunas aplicaciones en la industria alimentaria
como estabilizante de material interno controlando reacciones oxidativas, como liberacion
controlada y extendiendo la vida de anaquel de componentes contra pérdida nutricional.
Polimeros como alginato y quitosan, carboxylmetil celulosa (CMC), carrageninas y
pectinas son muy empleados en las tecnologias de microencapsulacion. Anal y Singh 2007
menciona en su articulo que una microcapsula que contiene materiales sensibles al acido
que seran consumidos por fluidos gastrointestinales debe fracturarse hasta después de su
paso a través del estomago. Este autor muestra la necesidad de crear proteccion a los
microorganismos y a su vez obtener la mejor formulacion para una proteccion efectiva de
ellos. Por lo que en este trabajo se muestra la necesidad de conferir una mayor proteccion al
L. delbrueckii spp. bulgaricus ya que en medio libre es muy sensible a los acidos.

Debido a que uno de los polimeros mas empleados y que han arrojado los mejores
resultados en el ambito de la encapsulacion es el alginato de sodio dentro de estas
investigaciones no es totalmente efectivo, los estudios se han orientado a buscar mayor
estabilidad de las esferas combinando con otros polimeros por lo que en el presente estudio
se busco mayor estabilidad empleando quitosan y CacCl,,

El método elegido para el desarrollo de esferas se eligié por goteo y mezcla de polimeros
como lo hizo en su estudio Anal & Stevens 2005. La encapsulacion en sistemas de alginato
de sodio se da principalmente adicionando la solucion de alginato de sodio a una solucién
de CaCl, es instantanea una polimerizacion interfacial, con la precipitacion de alginato de
calcio seguido por una gelacion gradual del interior como iones de calcio a través de los
sistemas poliméricos (Anal y Singh 2007).

Se observé en este trabajo que el tamafio de la esfera depende de la viscosidad, de la
solucion de polimero, del didmetro del orificio donde es goteado y de la distancia hacia la
solucién de coagulacion y eso mismo concluyen Chandramouli, Kailasapathy, Peiris y
Jones (2004) Lee, Cha and Park (2004) y Sheu and Marshall (1993) que estudiaron los
factores que afectan la preparacién de la capsula como concentraciones de alginato y CaCl,.

El método de microencapsulacion convencional con alginato de sodio y CaCl, han sido
usados para encapsular L. acidophilus y protegerlo de las condiciones &cidas de los fluidos
gastrointestinales. Los estudios han mostrado que la union alginato-calcio conteniendo
cultivos inmovilizados son mejor protegidos, lo cual muestra un incremento en la
supervivencia de la bacteria bajo diferentes condiciones en comparacion con bacterias no
encapsuladas como lo mostrado en este trabajo.

Sin embargo, Hansen, Allan Wotjas, Jin y Paulson (2002), comentan que esferas menores a
100 um no proporcionan proteccion significativa en comparacion a las células en libertad
En el presente trabajo se obtuvieron esferas de aproximadamente 3 mm en todas las
concentraciones probadas, obteniéndose mejor esfericidad en la concentracion de 1% de
quitosan+ 2% de alginato y 0.05 M de CaCl, ademas de ser las que mejor comportamiento
tuvieron antes los fluidos gastrointestinales.
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Chen, Chen Liu, Lin y Chiu (2005) usaron prebidticos (fructooligosacaridos y
isomaltooligosacaridos) como promotores de crecimiento y alginato de sodio como material
encapsulante de L. acidophilus, L casei, B, bifidum y B longum. Manejando una
concentracion de 1% de alginato obteniendo una mayor supervivencia de ellos. También
Cui, Goh, Kim, Choi y Lee (2001), prepararon microcapsulas de alginato unidas con poli-
L-lisina para encapsular bifidobacterias donde la supervivencia fue mas alta en un pH
medio (6.8) y también se observo que la supervivencia es mayor, que en comparacion a
células libres. Este es un punto que debemos considerar para mejorar la supervivencia
porque en este trabajo se plante6 en primera instancia la proteccion del microorganismo a
través del paso en diversos medios tanto en acido como el alcalino y muy probablemente
podriamos mejorar la supervivencia, si se le adicionan algunos elementos de alimentacion
de los microganismos para procurar su crecimiento.

De acuerdo a los resultados de varios investigadores donde sus estudios se basaron
principalmente en la elaboracion de esferas con alginato, surgié la necesidad de
implementar un material que en conjunto con alginato se formara red mas fuerte y estable.

Krasaekoopt, Bhandari y Deeth (2003, 2004), evaluaron la supervivencia de probioticos
encapsulados en esferas de alginato recubiertas de quitosan tratados en pasteurizacion UHT
y pasteurizacién convencional durante el almacenamiento. Ellos utilizaron el
microorganismo L. acidophilus 547, L. casei 01 y B. bifidum para este estudio. La
supervivencia de la bacteria encapsulada fue mas alta en comparacién con la bacteria en
medio libre en aproximadamente 1 log. EI nimero de bacterias probidticas se mantuvo en
el minimo recomendado (10’ CFU/g) solo en el caso de los lactobacilos no para la
bifidobacteria. Lee et. al (2004) ellos investigaron los efectos de las microparticulas de
quitosan-alginato en la supervivencia del L. bulgaricus KFRI763 durante la simulacion de
jugo gastrico e intestinal y su estabilidad durante el almacenamiento de 4 a 22°C. Cuando
el microorganismo fue expuesto a fluido gastrico pH=2 por 1 h solo en esferas de alginato,
el microorganismo no sobrevivié. En contraste, se obtuvo un alto grado de supervivencia
cuando las capsulas de fueron recubiertas con quitosan. Ellos concluyeron que la
microencapsulacion de LAB con alginato recubiertas de quitosan es efectiva para la
liberacion bacterias en el colon y manteniéndose su supervivencia durante su
almacenamiento en refrigeracion.

Haciendo una comparacion de los estudios ya realizados con este trabajo se confirma que la
combinacién quitosan-alginato logra una capsula mas estable y resistente, sobre todo
cuando estas esferas contienen iones de calcio. También se puede observar que se obtuvo
una supervivencia (4x10*> UFC/ml) en la concentracién quitosan 1% quitosan y alginato
2%-CaCl, 0.05M; y 1x10? UFC/ml en la concentracion de quitosan al 1.5% y alginato 2%
del L. delbrueckii spp. bulgaricus. En la concentracion de 2% quitosan, 2% alginato y
0.05M de CaCl, ya no hubo supervivencia. De esto se desprende que a mayor
concentracion del Quitosan y alginato la esfera es mas estable pero quiza no permite el paso
adecuado de nutrientes ni la salida de los deshechos de los microorganismos. También es
importante especificar el peso molecular del Quitosan, ya que cuanto mayor sea su peso
mayor viscosidad presenta y las soluciones no pueden manejarse cuando son de alto peso
molecular y alta concentracion como 2% de quitosan.
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El quitosan en un pH &cido se comporta como un polication lo que le confiere una actividad
antibacteriana de acuerdo con Skjak-Braek et.al (1989), pero una vez formada la esfera con
el alginato, estas cargas positivas del polication se pierden y asi mismo se pierde también la
actividad antibacteriana, lo cual permite sobrevivencia del L. delbrueckii spp. bulgaricus,
ya que las esferas no tienen esa propiedad antibacteriana sino solo de proteccion. En el
medio acido del estbmago podria haberse deshecho las esferas si solo se hubiera tratado de
Quitosan, sin embargo al estar polimerizadas con el alginato esto no permite su disolucion.
Ademas la adicion del cloruro de calcio confirio una cierta dureza a las esferas al
polimerizar asi mismo al alginato. La proteccion que le confiere la esfera a los L.
delbrueckii spp. bulgaricus se vio reflejada al tener una poblacion viable hasta su llegada al
intestino, aunque no fue la esperada debido a la falta de nutrientes (prebidticos) que
estimularan el crecimiento y mantuvieran vivos a los microorganismos hasta su llegada al
intestino.

Comparando estos resultados con estudios realizados con los bacterias probidticas en
forma libre en la cual no hay supervivencia, se puede observar que la esfera confiere
proteccion al microorganismo, cabe sefialar que el microorganismo utilizado en este estudio
es altamente sensible.
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3. CONCLUSION

Se obtuvo formacion de esferas para las concentraciones de quitosan al 1%, 1.5% y 2% en
combinacion con alginato al 2% y CaCl, al 0.05M. Las cuales fueron sometidas a
condiciones gastricas e intestinales “In Vitro”.

Se comportaron satisfactoriamente durante su paso por las condiciones de simulacion
gastrica manteniéndose integras al término de 1 h las esferas se suavizaron un poco, y en su
paso por las simulacion intestinal, al término de 1 hora las esferas se fragmentaron de
manera que el contenido se pudiera liberar en este sitio.

La combinacién de los polimeros quitosan — alginato auxiliado con los iones de calcio da
mayor estabilidad a la capsula formada debido a que como material encapsulante soporta el
rigor fisico y quimico de los fluidos gastrointestinales, sin embargo, el microorganismo
utilizado es altamente sensible y para futuros estudios se tendria que agregar un sustrato
(prebidtico) a las soluciones para estimular su crecimiento como lo hizo en su estudio Chen
et. al (2006) vy lograr que llegué en el numero deseado para poder influir sobre la flora
intestinal del huésped. También se puede considerar aumentar la concentracion inicial de
células para tener al final de la simulacién mayor supervivencia de células y asi poder
alcanzar los beneficios de salud con el consumo minimo requerido de 107 células /ml.

Las esferas que se obtuvieron las cuales soportaron los rigores fisicos y quimicos del tracto
gastrointestinal, podrian probarse para liberar otro tipo de microorganismos ya sea
Lactobacillus del género Casei, Acidophilus etc, y/o bifidobacterias. Ya que con estas
concentraciones de esferas se consiguid una mayor proteccion del microorganismo
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus, siendo un microorganismo altamente sensible en
comparacion a otros probioticos.

Por medio de la esferas se consiguié sobrevivencia del Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus en comparacion; a una exposicion del microorganismo en condiciones de
gastrointestinales en forma libre, donde varios autores reportan que no sobreviven a estas
condiciones por su alta sensibilidad.
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