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RESUMEN

Los probidticos son un grupo de microorganismos vivos que aportan beneficios a la
salud del hospedero, siendo su principal efecto benéfico la restauracion de la
microbiota intestinal. Estos microorganismos se encuentran agregados
principalmente en suplementos alimenticios o se administran en formas
farmacéuticas como tabletas, capsulas o suspensiones. Sin embargo, al tratarse de
células vivas, es indispensable asegurar su viabilidad a lo largo de todo el tiempo

de vida del producto, desde que se manufactura y hasta llegar al consumidor.

Muchos de los productos que se encuentran en el mercado actual no aseguran que
los probidticos sobrevivan en cantidades suficientes para poder ejercer su beneficio
a la salud, es por ello por lo que en los ultimos afios se han desarrollado nuevos
sistemas para asegurar la viabilidad de los probiéticos en los productos, entre los

que destacan las microcapsulas.

El presente Trabajo Monogréafico de Actualizacion desarrolla, en los capitulos 2, 3y
4, la informacion mas reciente que se tiene sobre probidticos y la tecnologia de
microencapsulacién como, por ejemplo, los principales materiales y técnicas que se

emplean, y como se han aplicado en los productos probioticos.

Ademas de conocer el fundamento de la tecnologia de microencapsulacién, es
igualmente importante conocer las pruebas de calidad que deben cumplir las
microcapsulas de probidticos para asegurar que los pacientes recibiran un producto

seguro y eficaz. La revision de las pruebas de calidad se encuentra en el capitulo 5.



Finalmente, en el capitulo 6 se estudia la situacién actual en la que se encuentra la
aplicacion de la tecnologia de microencapsulacion en los principales productos

probidticos comercializados.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Justificacion

Los probidticos son un grupo de microorganismos que, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se definen como “microorganismos vivos
que, administrados en cantidades adecuadas, aportan un beneficio a la salud del
hospedero” (Guarner, 2010). Debido a los beneficios que confieren estos
microrganismos probi6ticos, similares a los que se encuentran habitualmente dentro
de la microbiota humana, han sido objeto de estudio para tratar enfermedades
gastrointestinales. Las formas farmacéuticas mas comunes utilizadas para la
administracion de probidticos son las capsulas y las tabletas recubiertas, sin
embargo, las condiciones extremas a las que se enfrentan dentro del tracto digestivo
como, por ejemplo, los acidos géstricos, la presencia de peréxido de hidrégeno,
sales biliares y enzimas digestivas (Sarao, 2017), resultan en una disminucion
considerable de la cantidad de microorganismos probiéticos viables que llegan

realmente a colonizar el tracto digestivo del paciente.

En la dltima década, para aumentar la supervivencia de los microrganismos
probiéticos en el ambiente gastrointestinal, se ha propuesto utilizar el método de
microencapsulacién ya que ha demostrado que los probiéticos sobreviven mas a las
condiciones del tracto digestivo en comparacion de los probioticos que se
administran de forma libre. (Pech-Canul, 2020; Sarao, 2017).

Por lo anterior, se plantea hacer una revision de la literatura reciente, de los ultimos
10 afos, sobre el uso de la tecnologia de microencapsulacion como propuesta de

una forma farmacéutica mas eficiente para emplearse en la administracion de



probiéticos, haciendo énfasis en las ventajas que brinda en comparacion a los
métodos convencionales, asi como en los diferentes métodos, materiales y pruebas

de calidad que se emplean en este proceso.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo general
Realizar una revisidbn bibliografica detallada sobre la tecnologia de

microencapsulacion aplicada en los microrganismos probiéticos.

1.2.2 Objetivos particulares
Objetivo 1. Definir y describir brevemente a los microorganismos empleados como
probibticos y las caracteristicas que requieren cumplir para ser considerados

probidticos.

Objetivo 2. Explicar qué son las microcapsulas, como estan constituidas, las

técnicas de microencapsulacion y sus aplicaciones.

Objetivo 3. Describir la aplicaciéon de los principales materiales y técnicas de

microencapsulacion empleadas para microorganismos probioticos.

Objetivo 4. Indicar cuales son las principales pruebas que se le realizan a las

microcapsulas de probidticos para su evaluacion de calidad.

Objetivo 5. Comprender cudl es el panorama actual de la aplicacién de la tecnologia

de microencapsulacién en probioticos.



1.3 Metodologia de la investigacién

Para realizar el presente Trabajo Monografico de Actualizacion, se llevo a cabo una
investigacion desde un enfoque cualitativo, mediante una revision bibliogréafica
exhaustiva de literatura existente y reciente, con una antigiedad no mayor a 10
afios, principalmente de articulos cientificos, articulos de revision y libros
especializados en los temas, para presentar de forma resumida y consistente la

informacion mas relevante.
La investigacién se desarroll6 en las siguientes etapas:

1. Eleccidn y delimitacion del tema del Trabajo Monogréafico de Actualizacion.

2. Establecimiento de la estructura y capitulos del Trabajo Monografico de
Actualizacion.

3. Planteamiento de la justificacion y los objetivos.

4. Busqueda exhaustiva, en revistas nacionales e internacionales y libros
especializados en materia de biologia celular, microbiologia y tecnologia
farmacéutica, limitando la busqueda de bibliografia con una antigiedad no
mayor a 10 afios.

5. Redaccion de cada capitulo con el siguiente contenido:

Capitulo 1: Introduce el tema de investigacion presentando la justificacion, el
objetivo general, los objetivos particulares y la metodologia de investigacion

empleada.



Capitulo 2: Aborda los antecedentes historicos de los probidticos, asi como su
definicion, su clasificacion y las caracteristicas que deben cumplir para poder ser

considerados microorganismos probioticos.

Capitulo 3: Desarrolla aspectos fundamentales para comprender qué son las
microcapsulas y en qué consiste la tecnologia de microencapsulacion, abordando
puntos como los principales métodos y materiales empleados y algunas de sus

aplicaciones mas relevantes en diferentes sectores de la industria.

Capitulo 4: Detalla la aplicaciéon de la tecnologia de microencapsulacion en los
microorganismos probiéticos, como una propuesta de un sistema mas eficiente para
conservar la viabilidad de los microorganismos. Explica las metodologias de
microencapsulacion mas utilizadas para probidticos y algunas diferencias que

existen entre las microcapsulas obtenidas mediante cada método.

Capitulo 5: Describe las principales pruebas de calidad a las que deben someterse
las microcdpsulas de probibticos, con su respectivo fundamento, para asegurar la

calidad del producto.

Capitulo 6: Plantea el panorama en el que se encuentra actualmente la aplicaciéon
de la tecnologia de microencapsulacion en probidticos, para conocer si ya existen
productos probidticos en el mercado con esta tecnologia. Finalmente se establecen

las conclusiones de la investigacion realizada.



CAPITULO 2. MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

2.1 Una breve historia de los probioticos

Los microorganismos, desde su descubrimiento, han sido asociados con cosas
dafiinas para la salud del ser humano principalmente por ser responsables de
algunas enfermedades o también por su evidente crecimiento en los alimentos
cuando se encuentran en estado de descomposicion. Sin embargo, este concepto
es muy superficial y un tanto engafioso que prevalece aun hoy en dia en la sociedad;
los beneficios que aportan los microrganismos al ser humano resultan ser mayores
gue sus contribuciones desfavorables a la salud y un claro ejemplo de esto es la
relacion simbidtica que mantienen miles de millones de microrganismos todos los

dias en el cuerpo humano.

Se le conoce como microbiota intestinal humana, anteriormente denominada flora
intestinal, al ecosistema microbiano que habita naturalmente el tubo digestivo
(Icaza, 2013), del cual no se tenia conocimiento hasta hace unos afios, y que
cumple con funciones vitales para el ser humano como el suministro y la absorcién
de nutrientes, el desarrollo del sistema inmune e impedir que microorganismos

potencialmente patégenos colonicen las mucosas (Suéarez, 2013).

En las Ultimas décadas, se han encontrado microorganismos que comparten ciertas
caracteristicas con los microorganismos benéficos que se encuentran de forma
natural en la microbiota intestinal, denominados probioticos. Sus propiedades han
sido aprovechadas en beneficio de la salud, principalmente para tratar

enfermedades gastrointestinales como: diarrea aguda, diarrea asociada a



antibiéticos, infecciones por Helicobacter pylori, enterocolitis necrosante, entre otras
(Wilkins, 2017). A pesar de ser reciente su descubrimiento, el ser humano ha tenido
conocimiento de las propiedades benéficas de los probidticos desde hace muchos
afos sin saberlo. Se estima que la primera vez que el humano utilizé probidticos fue
alrededor de los afios 3500 y 2000 a.C., cuando aprendio a conservar la leche por
mas tiempo fermentandola con ayuda de bacterias y hongos, a pesar de ignorar la
existencia de los microorganismos (Ozen, 2015). Una de las referencias mas
antiguas que se tiene en la literatura acerca de los probiotico esté en el Génesis del
Antiguo Testamento Persa, donde se le atribuia la larga longevidad de Abraham a
su dieta que incluia leche agria (Olveira, 2016), que hoy en dia se sabe que esta
leche se obtiene por fermentacién de bacterias. Incluso el uso de probiéticos para
tratar enfermedades fue sugerido por un antiguo historiador Romano llamado Plinil
en el afio 76 d.C., utilizando lacteos fermentados para el tratamiento de

gastroenteritis. (Olveira, 2016).

El humano comenzé a incluir alimentos fermentados, especialmente lacteos,
aproximadamente hace 10 000 afios, con los cuales fue aumentando el consumo
de bacterias acido-lacticas vivas y adaptando poco a poco su tracto gastrointestinal
para consumir estos microrganismos. Sin embargo, el consumo de muchos de los
alimentos que incorporaban estas bacterias a la dieta diaria fue disminuyendo
considerablemente durante el siglo XX en los paises industrializados, lo cual
posiblemente caus6 un aumento en las enfermedades gastrointestinales. (Olveira,

2016), de ahi el interés de los cientificos en el Ultimo siglo para estudiar a los



probidticos como una posible solucion a muchos de los problemas gastrointestinales

de la poblacion.

Con la invencion y mejora del microscopio Optico de Anton Van Leeuwenhoek y
Robert Hook, se abrieron las puertas al mundo microscopico, indispensable para el
estudio de los probioticos. En el Instituto Pasteur, se llevaron a cabo grandes
avances microbioldgicos de los probiéticos, por ejemplo, el descubrimiento de las
bacterias acido-lacticas en 1875 por Pasteur y que posteriormente fue reportado su
asilamiento de la leche agria en 1878 por Lister (Ozen, 2015). Henry Tessier, un
meédico pediatrico del Instituto Pasteur aislé a Bifidobacterium spp en 1889 de un
lactante alimentado a pecho con el objetivo de utilizar esta bacteria para tratar otros
lactantes con diarrea (Guarner, 2017). En 1908, el premio Nobel Elie Metchnikoff,
tras haber estudiado las bacterias acido lacticas, propuso que la “autointoxicacion
intestinal” con estas bacterias era buena para la salud y que la modificacion de la
microbiota intestinal, podria otorgar una mayor longevidad, disefiando asi una dieta
con leche fermentada obtenida con una bacteria que nombré como “Bacilo Bulgaro”
y por ello es considerado por muchos autores como el padre de la idea de que los
probioticos son buenos para la salud (Guarner, 2017). Sin embargo, otros cientificos
también reconocen al fisico Bulgaro, Stamen Grigorov, como el verdadero autor del
trabajo de Metchnikoff ya que reporté antes que el cientifico ruso, en 1905, en una
prestigiosa revista francesa, un bacilo acido lactico aislado del yogurth bulgaro y fue
el propio Grigorov quien compartio su trabajo con Metchnikoff pero, por cuestiones
personales, no pudo continuar con su trabajo realizado y Metchnikoff fue

encomendando por el Instituto Pasteur para enfocarse en trabajar con la bacteria



reportada por el Bulgaro, que posteriormente seria conocida como Lactobacillus

bulgaricum, en reconocimiento al trabajo de Grigorov (Ozen,2015).

Alfred Nissle aislo el primer probidtico que no pertenecia al grupo de las bacterias
acido-lacticas, una cepa de Escherichia coli no patogénica obtenida de las heces de
un soldado en la Primera Guerra Mundial, denominada “Escherichia coli cepa Nissle
19177, resultando ser uno de los pocos probiéticos no acido-lacticos en la actualidad
(Guarner, 2017). Uno de los probidticos mas conocidos hoy en dia, la cepa de
Lactobacillus casei Shirota, fue aislada por el Dr. Minoru Shirota en 1930, y en 1953,
se comercializé el primer producto probidtico utilizando esta cepa para fermentar
una bebida que contiene leche descremada, sacarosa y dextrosa, mejor conocida

como Yakult® (Argueta, 2014).

La palabra “probiotico” no fue acufiada sino hasta 1965 por Lilley y Stillwell para
referirse a las sustancias que eran secretadas por los mismos microrganismos y
gue estimulaban el crecimiento de otros (Pizzorno, 2017). Posteriormente en 1974,
este terminé fue redefinido por Parker como “organismos y sustancias que

contribuyen al balance microbiano intestinal” (Parker, 1974).

En un contexto mas reciente, los probidticos han sido muy importantes
comercialmente para la industria farmacéutica y alimenticia debido al aumento en la
demanda de estos productos, lo que sugiere que las personas cada vez son mas
conscientes sobre los beneficios que brinda la incorporacion de los probioticos a su
dieta (Rodriguez, 2015). Asimismo, los estudios cientificos y clinicos han sido de
suma importancia para el desarrollo tecnolégico de los probidticos ya que, al ser

organismos vivos, requieren de ciertos cuidados como mantener las condiciones



Optimas para desarrollarse y al mismo tiempo, deben estar protegidas para
sobrevivir al proceso de manufactura y a las condiciones extremas a las que seran

expuestas en el sistema digestivo (Rathore, 2013).

Desafortunadamente, debido a la falta de un consenso internacional que establezca
las caracteristicas que debe cumplir un producto probidtico para asegurar sus
beneficios, algunas empresas se beneficiaron del gran auge de los probidticos,
promocionando y vendiendo productos que no tenian ningan sustento cientifico. No
fue hasta el aflo 2001 que se establecieron las bases para evaluar la seguridad y
eficacia de los probidticos, gracias al trabajo en conjunto de una comision de
expertos convocados por la Organizaciéon Mundial de la Salud para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que tenian
como obijetivo solucionar un litigio de comercio internacional sobre una leche en
polvo que contenia bacterias acido-lacticas y que definian como “probiotico” (Morelli,
2012). Dando seguimiento al trabajo realizado por la comision, en el 2002 la FAO y
la OMS, en conjunto con un grupo de expertos, establecieron los requerimientos
minimos para que un producto pueda ser denominado como probiotico. Dichos
documentos, complementados con las actualizaciones de los consensos de la
ISAPP, Internacional Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (Guarner,
2014) y de la SEPyP, Sociedad Espafiola de Probiéticos y Prebiéticos (Hill, 2014),
representan hoy en dia la principal referencia internacional para definir a un

probiotico (Rodriguez, 2015).



2.2 Definicién de probidtico

La palabra probidtico proviene de una mezcla del latin (pro= en favor de) y del griego
(bios=vida) (Morelli, 2012) y fue utilizada por primera vez en 1965 por Lilley y Stillwell
para referirse a un tipo de sustancias que eran secretadas por los microorganismos
y que a su vez estimulaban el crecimiento de otros como un efecto contrario al de
los antibidticos. (Pizzorno, 2017). Este concepto fue redefinido por Parker en 1974
como “organismos Yy sustancias que contribuyen al balance microbiano intestinal”
(Parker, 1974). La definicibn fue cambiando constantemente teniendo diversos
enfoques; en 1989, Fuller centrd esta definicidn para microorganismos refiriendose
a los probidticos como “un alimento microbiano vivo que afecta beneficiosamente al
animal huésped mejorando su balance intestinal”, sin embargo, esta definicion se
limitaba Unicamente a su uso en animales y no en humanos. (Fuller, 1989), lo cual
se modificé gracias a la definicion de Havenaar. “un cultivo viable de una o varias
bacterias que, cuando se aplican en animales o humanos, afectan beneficiosamente

al huésped mejorando su flora autoctona” (Havenaar, 1992).

La definicion actual y mas aceptada en la comunidad cientifica del término probidtico
fue propuesta en el 2001 por un comité de expertos convocado por la FAO y la OMS,

estableciendo que los probioticos son:

“Microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,

confieren un beneficio a la salud del huésped”.



2.3 Caracteristicas de los probidticos

Si bien esta definicibn puede parecer muy general, no cualquier especie de
microorganismo cumple con la definicion de probiotico. Todos los afios, miles de
cepas son aisladas como presuntas candidatas de probioticos, pero son muy pocas
las que pasan a la fase de desarrollo comercial y convertirse en productos

comerciales (Rodriguez, 2015).

Para que un microorganismo sea denominado como probiético, debe cumplir con
ciertos requisitos para asegurar que son aptos para consumirse Yy

consecuentemente otorgar el efecto beneficioso (figura 1).

2.3.1 Resistencia al tracto digestivo y capacidad colonizante.

La mayoria de los microorganismos probidticos son seleccionados por su
resistencia a las condiciones gastrointestinales y su capacidad para colonizar al ser
humano ya que todos los probidticos tiene que viajar a través del tracto digestivo
superior y colonizar el intestino (Yao, 2019). Estos mecanismos provocan un cambio
en el ecosistema intestinal del huésped, reflejado como una mejora del ambiente
intestinal, a través del reforzamiento de la barrera intestinal, la regulacién negativa
de la inflamacion y la regulacion positiva de la respuesta inmunitaria a

provocaciones antigénicas (Guarner, 2017).

Se han propuesto algunos mecanismos de accion para los probiéticos mediante los
cuales ejercen su efecto benéfico, por ejemplo, que los microorganismos compiten
y reemplazan algunas células del intestino para colonizarlo y asi evitan la union de

los patdgenos que necesitan de las células epiteliales para adherirse. Otro



mecanismo implica la union de los probidticos a las células del epitelio intestinal
para impedir que los patdgenos se adhieran a las mucosas. (Khalighi, 2016). Mas
recientemente se ha planteado la idea de que los beneficios que aportan los
probiéticos no reside en su habilidad para colonizar el intestino, si no en su
capacidad de compartir genes y metabolitos que benefician a la microbiota, asi

como a las células epiteliales e inmunoldgicas (Wieérs, 2020).

Con base en los mecanismos de accion propuestos, se busca que los probidticos
cumplan con caracteristicas que les permitan sobrevivir y llegar al érgano diana,
generalmente son acido-bilis resistentes y cuentan con estructuras de adherencia

gue les permiten colonizar el epitelio intestinal (Sarao, 2017).

2.3.2 Seguridad

Es esencial que los microorganismos utilizados como probiéticos no representen un
riesgo a la salud de los pacientes, de otro modo no podrian ser utilizados en
alimentos o medicamentos. Las cepas propuestas deben ser no patogénicas, es
decir, no deben tener genes asociados a factores de virulencia y tampoco deben
producir metabolitos secundarios indeseables. Todo microorganismo que sea
seguro para los pacientes debe cumplir con el estatus GRAS (Generally,
Recognized as Safe) de la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados
Unidos y QPS (Qualified Presumption of Safety) de la EFSA (European Food Safety

Authority) (Rodriguez, 2015; Sarao, 2017).



2.3.3 Beneficios a la salud asociados.

Como su definicion lo establece, para ser considerado un probidtico este debe
contar con la evidencia cientifica que respalde los beneficios a la salud del huésped,
para ello se deben realizar ensayos in vitro, en animales y posteriormente estudios
en humanos (Olveira, 2016). Si bien los ensayos in vitro y ex vivo nos brindan
informacion sobre el potencial probiético que puede tener un microorganismo, son
los ensayos clinicos de fase 2 y 3 los que establecen si el probidtico ejerce su efecto
benéfico sobre el huésped, ademas de que es en estos estudios donde se
identifican los posibles efectos adversos o cuadros clinicos asociados al probiético

en prueba (Rodriguez, 2015; Suarez, 2013).

La mayoria de los estudios realizados en humanos han sido para el tratamiento de
diferentes enfermedades gastrointestinales (Wilkins, 2017), sin embargo, hay
evidencia de que los beneficios asociados a los probiéticos tienen un gran potencial
para tratar diversas complicaciones como enfermedades hepaticas, enfermedades
metabdlicas, obesidad, diabetes, deficiencia en la absorcion de calcio,
complicaciones en pacientes con cuidados intensivos y quirdrgicos, enfermedades
inflamatorias e incluso en complicaciones psiquiatricas. (Olveira, 2016; Wieérs,

2020).

2.3.4 Identificacion

Debe tener una correcta identificacion a nivel de género, especie y cepa; la
OMS/FAO establece que las cepas deben nombrarse de acuerdo con el Cédigo

Internacional de Nomenclatura y sugiere a los fabricantes de probidticos registrar



sus cepas en un depositario internacional donde se le otorgard una designacion

adicional a las cepas (Guarner, 2017). Incluir un microorganismo dentro de un

depositario internacional les permite a otros cientificos acceder a estas cepas para
realizar sus investigaciones correspondientes y es importante que su identidad sea
trazable, sobre todo cuando se requieren realizar estudios de seguridad y eficacia,
ya que toda la informacion relacionada a identidad, seguridad, eficacia, pureza o

secuencia genética debe ser clara, precisa y publica. (Swazon, 2020).

Figura 1. Caracteristicas que debe cumplir un microorganismo para ser considerado un
probidtico de acuerdo con la Guia Mundial de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia
(Probidticos y prebidticos) y la Guia para la evaluacion de probiéticos en alimentos.
Creacion propia, referencia: (OMS/FAO, 2006).
IDENTIFICACION

Debe identificarse por su género, especie,

subespecie (si aplica) y designacion alfanumérica de

& cepa

Las cepas deben nombrarse de acuerdo a las Reglas
Internacionales de Nomenclatura

&

SEGURO PARA EL PACIENTE

Debe cumplir con el estatus GRAS (Generally
Recognized as Safe) de la FDA y QPS (Qualified
Presumption of Safety) de [la EFSA
Las cepas utilizadas deben ser no patogénicas: No

BENEFICIOS A LA SALUD DEFINIDOS Y MEDIDOS

La evidencia de los beneficios se suele presentar
en forma de reportes donde se demuestre gue
ne hay efectos clinicos asociades a la cepa

deben tener genes asociados a factores de -‘ ’
virulencia y tampoco deben producir metabolitos

secundarios indeseables como las aminas bidgenas

(AB), wun producte metabolico comun en

enterococos que puede generar transtomos

digestivos, circulatorios y respiratorios

utilizada en situaciones especificas
Los resultados deben ser respaldados con
evidencia cientifica y pueden provenir de
estudios in witro, en animales o en humanos

\

CAPACIDAD PARA RESISTIR EL AMBIENTE
GASTROINTESTINAL

El microorganismo debe ser capaz de sobrevivir a las
condiciones extremas del tracto digestivo, como el pH
dcido, la presencia de enzimas digestivas, sales biliares
etc. Se deben seleccionar microorganismos que
cuenten con mecanismos de defensa contra este
ambiente, por ejemplo, se conocen algunos probioticos
que secretan enzimas que hidrolizan sales biliares para
protegerse de ellas en el Intestino delgado
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2.4 Clasificacion

Como resultado de los requisitos que debe cumplir un microorganismo para tener el
estatus de probidtico, el grupo de estudio se ve considerablemente reducido a unos
cuantos géneros, en comparacion a la gran diversidad de microorganismos que se
conocen, que cumplen con dichas caracteristicas. Por definicion, todo
“microorganismo” puede ser considerado probidtico, sin embargo, hasta la fecha
s6lo se han identificado bacterias y levaduras que cumplen con este concepto,
siendo en su mayoria bacterias acido-lacticas del género Lactobacillus y
Bifidobacterium, que han demostrado ser muy seguras y que rara vez se ven
involucradas en enfermedades, y unas cuantas levaduras del género
Saccharomyces (Sarao, 2017; Suarez, 2013). Gracias a la exhaustiva
caracterizacion de ciertas cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, que incluyen
estudios gendmicos, se han podido utilizar como modelo para la investigacion de
probioticos de nueva generacion como Akkermansia muciniphila y Faecalibacterium

prausnitzii (Wieérs, 2020, Hiipala, 2018).

Actualmente son varias las especies que han sido utilizadas como agentes
probioticos, a continuacion, en la tabla 1 se presentan algunos de los probidticos

mas utilizados clasificados por su género y especie:



s

7

de los microorganismos probidticos mas

s

s

6n por género y especie

Tabla 1. Clasificaci

utilizados. Creacion propia.

Género Especie Caracteristicas Aplicacion terapéutica | Forma comercial Referencia
fisiolégicas/metabdlica
o

Lactobacillus acidophilus Bacilos Gram positivo. Fermentacién| -Enfermedades inflamatorias. -Productos lActeos | Zhang, Z., Lv, J., Pan,
casei de carbohidratos y producciéon de| -Diarreas: Causada por | (Actimel®, L., & Zhang, Y. (2018).
paracasei acido lactico, anaerobias facultativas) Escherichia coli, asociada a | _Tgpletas (Lacidofil®) Roles and applications
rhamnosus en el tracto gastrointestinal y urinario| antibioticos, asociada a | _Auulo (Lactinex®) of probiotic

. del humano. Alta adhesion a las| Clostridium difficile. p . " Lactobacillus
lactis . células del huésped por interacciones| -Enfermedades orales: -Férmulas _:ﬁm_.\_ﬁ__mm strains. Applied
paracasel mediadas por proteinas dependientes| Hemorragia al sondaje, halitosis, | (Nestle® NAN Optipro). | microbiology and
fermentum del sistema de sortasa,, proteinas de| gingivitis. -Susupension biotechnology, 102(19
reuteri union a mucosas y acido liporteicoico. (Protectis® BioGaia). ), 8135-8143.
Sintesis de vitaminas esenciales|
como B2, B9y B12.

Bifidobacterium bifidum Bacilos Gram negativo, pleomoérficos| Enterocolitis necrosante y colitis | -Férmulas infantiles | Mazzola, G. (2015).
infantis (forma en Y o V), anaerobios Y &cido| ulcerativa. (Culturelle®, The role of
breve resistentes. Caracteristica produccion| -Cdlicos en infantes Probiotics, Baby, bifidobacteria in
longum de &cido lactico y acido acético como| -Diarrea aguda y asociada a Grow+Trhive) newborn health and

principales productos de degradacion| antibidticos. L the intestinal microbial
ma.o_mm.om:ﬁmm de la glucosa. Cuenta con varias| -Obesidad (Incrementar la -._.w_o_mﬁw masticables balance.
animalis broteinas  involucradas  en el tolerancia a la glucosa y disminuir | (Microbiot®).
lactis metabolismo  de  carbohidratos, citoquinas proinflamatorias). -Capsulas (Pearls®).
incluyendo carbohidratos complejos| -Enfermedades neurolégicas/ | -Bbebida Lactea
que normalmente no son digeridos en| psiquiatricas en infantes (ansiedad | (Kefir®).
el intestino delgado. e hiperactividad).
Bacillus coagulans Bacilos Gram Positivo, aerobios Cutting, S. M. (2011).
clausii facultativos, formadores de esporas| -Enterocolitis necrosante -Enterogermina Bacillus
cereus que le permiten sobrevivir mejor a las| -Activacion inmunolégica -Suplemento  alimenticio | probiotics. Food
subtilis condiciones de almacenamiento y all -Prevencion de Diarrea infantil y | (Primal Defense™). microbiology, 28(2),
. . . pH gastrico sin perder su viabilidad en| asociada a antibi6ticos. -Suspension 214-220.
licheniformis comparacion de aquellos probiéticos| -Tratamiento y prevencién de | (Enterogermina®)
que no forman esporas. Ademas, las| infecciones gastrointestinales | -Cépsulas

lesporas  presentan una mayo
ladherencia a la superficie epitelial que|
la forma vegetativa de la célula.

Puede estimular el sistema
inmunoldgico del huésped
promoviendo la  secreciébn  de|
inmunoglobulinas  IgA  secretorias|

(slgA) y la actividad fagocitica de los|
macréfagos.

causadas por H. pylori. Y C.

perfringens.

(Bactisubtil®,Biosporin®).
-Productos lacteos
(Activia®)




Género Especie Caracteristicas Aplicacion terapéutica | Forma comercial Referencia
fisildgicas/metabdlicas
Enterococcus faecalis Cocos Gram Positivo con agrupacién en| -Tratamiento de infeccioones | -Suplementos alimenticios | Hanchi, H.,
faecium diol trept iderad gastrointestinales causadas por | para animales (Cernivet®, | Mottawea, W.,
cecorum Iplo ) y .mw rep .ooooow considera mm H.pylori, L. monocytogenes, y C. | FortiFlora®). Sebei, K., &
bacterias acido-lacticas. Presenta tolerancia ifficile. -Suplementos alimenticios | Hammami, R.
a sales, acidos y bilis que lo vuelve ideal| -Diarrea asociada a antibidticos. para humanos | (2018). The genus
para resistir el ambiente gastrointestinal. Es| -Reduccion de nieveles de | (Symbioflor®). Enterococcus:

. . colesterol en sangre. between  probiotic
capaz de producir una gran variedad de| _sindrome del intestino irritable. potential and safety
compuestos antimicrobianos como| -Enterocolitis necrosante. concerns—an
bacteriocinas (enterocinas) que inhiben| cmam:m.. Frontiers in
Gram positivos, especialmente al génerg M«.M%go_o@\_ S
Listeria. .

Saccharomyces cerevisiae Hongo levaduriforme capaz de formarf -Tratamiento de Enfermedades | -Capsulas  (Florastor®, | McFarland, L. V.
boulardii seudohifas e hifas verdaderas. capaz del gastrointestinales causadas por H. | MitoMax®). (2010). Systematic
florentinus P i } » cap ’ pyloriy C. difficile -Liofilizado (Ultra- | review and meta-
thermophillus fermentar varios carbohidratos y constituye| -Sindrome de colon irritable. Levure®). analysis of

el grupo de hongos patogenos oportunistas| -Diarrea causada por uso cronico | -Bebida con probiéticos | Saccharomyces

mas importante cuyo principal lugar de|
colonizacion es el tracto digestivo
abarcando desde la boca hasta el ano.

de antibidticos, diarrea asociada a
C. diffilie, diarrea del viajero.
-Tratamiento de candidiasis
vulvovaginal.

(Kombucha fermented
tea®).
-Solucion oral en gotas

(Proteflor®).

boulardii in  adult
patients. World
journal of
gastroenterology:
WJG, 16(18), 2202.

Cocos Gram positivos con agrupacion en
cadenas

Largas o en pares, anaerobios facultativos,
oxidasa y catalasa negativos; son capaces
de fermentar algunos carbohidratos
produciendo &cido lactico y cuentan con
propiedades hemoliticas. Forman parte de|
la microbiota de la boca, piel, intestino Y|
tracto respiratorio.

Streptococcus salivarius
thermophilus

-Prevencién de caries

-Férmula infantil
(Hyperbiotics PRO-KIDS
ENT).

-Céapsulas (Probiotic-10).

Wescombe, P. A,
Hale, J. D., Heng, N.
C., & Tagg, J. R.
(2012).  Developing
oral probiotics from|
Streptococcus
salivarius. Future
microbiology, 7(12),
1355-1371.
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CAPITULO 3. MICROENCAPSULACION

3.1 ¢Qué es la microencapsulacion?

Un farmaco requiere de un adecuado sistema de administracion y liberacion que le
permita ejercer su maximo efecto terapéutico sobre el organismo. Para ello, se han
desarrollado multiples formas farmacéuticas para los medicamentos que aseguren
una adecuada administracion y liberacion; se escoge con base a las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco, asi como el sitio de accién del farmaco, la concentracion
en plasma que se desea obtener, el tiempo que requiere para ejercer su efecto,

entre otros aspectos biofarmacéuticos.

Las formas farmacéuticas convencionales como las tabletas, capsulas,
suspensiones, cremas, inyectables, no son capaces de asegurar por completo una
adecuada absorcion, liberacion y acceso al sitio de accion del farmaco, y no pueden
prevenir una distribuciéon no especifica del farmaco o un metabolismo prematuro de
la sustancia activa (Sinko y Singh, 2011). Para dar solucién a los inconvenientes
que pueden presentar las formas farmacéuticas convencionales, se comenzaron a
desarrollar sistemas de liberacién controlada cuyo principal objetivo es controlar el
tiempo de liberacion del farmaco que puede ser en periodos de dias o incluso meses
y mantener durante mas tiempo la concentracion maxima en sangre, ademas de
brindar numerosos beneficios con los que no cuentan los sistemas convencionales
como una mayor proteccion para los medicamentos fragiles o labiles y una mayor

comodidad y aceptacion por parte del paciente (Bhowmik, et al., 2012).



Una de las tecnologias empleadas recientemente para el desarrollo de formas
farmacéuticas de liberacion controlada es la microencapsulaciéon cuyo proceso
consiste en formar microcapsulas de entre 1 y 1000 um, cubriendo pequefias
particulas liquidas o sdlidas de una o méas sustancias activas con una matriz
polimérica o lipidica que puede ser homogénea o heterogénea (Sobel, Versic y

Gaonkar, 2014).

3.2 Microcapsulas

Las microcapsulas pueden definirse como sistemas de tipo reservorio, constituidas
principalmente por 2 partes claramente diferenciadas: un nucleo interno que
contiene el compuesto activo y una membrana de revestimiento que generalmente
es de naturaleza polimérica como el alginato. Pueden tener un Unico ndcleo
(microcéapsulas mononucleares) o varios nacleos (Microcapsulas polinucleadas).
Estas microcapsulas también pueden ser utilizadas para fabricar comprimidos (E;j.
Beloken retard®) o pueden introducirse en capsulas (Ej.: Kadian, Zohydro ER®)
para facilitar su administracion (Bordas, 2018; Pérez, et al., 2020), como se observa

en la figura 2:
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Figura 2. Ejemplo de microcapsulas contenidas en una capsula. Comparacion de tamafios
de una cépsula convencional y una microcapsula y las partes que la conforman. Creacién

propia, referencia: (Bordas, 2018).

3.2.1 Tipos de morfologia

Existen diferentes tipos de morfologias en las microcdpsulas que estan en funcion
del tipo de nucleo y del proceso de fabricacion (Jyothi, et al., 2012). La forma mas
sencillay comuan es la microcapsula mononucleada, cuyo nicleo y membrana estan
bien definidas y tienen una forma esférica. También existen microcapsulas con mas
de un ndcleo que se conocen como multinucleadas, anteriormente denominadas
microesferas o encapsulacién de matriz, estas pueden presentar formas irregulares
y no esféricas. Por ultimo, algunas microcapsulas no cuentan con un nucleo bien
definido, mas bien, se forma una esfera con la mezcla homogénea del material de

recubrimiento y la sustancia activa de interés que incluso se puede llegar a
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encontrar sobre la superficie de la microcipsula y no en el interior, lo que limita
mucho sus aplicaciones porque puede considerarse como una microencapsulacion
incompleta (Sobel, Versic y Gaonkar, 2014). Algunos autores clasifican a este altimo
tipo de microcapsula como microcapsula de matriz, sin embargo, otros autores
prefieren el término de microesfera o utilizan ambos términos indistintamente (Bah,
Bilaly Wang, 2019). En la figura 3 se pueden observar las distintas morfologias que

puede tener una microcapsula en funcién del tipo de ndcleo contenido:

DE MATRIZ
MONONUCLEADA MULTINUCLEADA (microesfera)

Principio activo

Material encapsulante

Figura 3. Diferentes tipos de morfologia de las microcapsulas. Creacién propia, referencia:

(Lozano, 2012).

3.2.2 Materiales utilizados en microcépsulas

Tanto los materiales utilizados en el nlcleo como en la cobertura deben de cumplir
ciertas caracteristicas y propiedades para obtener microcapsulas funcionales. El
ndcleo contiene a la sustancia de interés que puede ser un farmaco, células,

proteinas, material genético o particulas de alimentos, y puede ser sdlido o liquido,
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en este Ultimo la sustancia activa puede estar dispersa o disuelta; el nlcleo ademas
puede contener excipientes como diluentes que también ejerzan un efecto
retardante o acelerado de liberacion del principio activo. (Suganya y Anuradha,

2017).

El material de cobertura debe ser capaz de formar una pelicula que sea cohesiva
con el nucleo y para ello debe ser quimicamente compatible, evitando que reaccione
con el nucleo; debe de proveer la flexibilidad, dureza, impermeabilidad, propiedades
Opticas y estabilidad deseada en la microcapsula y debe controlar la liberacion del

ndcleo bajo condiciones especificas.

Polisacéridos i :
™ no modificados —¥ Glucosa, almidon, maltodextrina

Polisacdridos
—p Dextring, ciclodextring, celulosa

modificados
P— Gomas - (Goma arabica, alginato, carragenando, pectina
Con nicleo
hidrofdbico 0
Proteinas i
— vegetales == Soya, trigo, maiz
Proteinas - )
[ animales Gelatina, caseina, WPC, WPI
Materiales
de —— Polimeros = PVP PEG, PVA, derivados de celulosa
cobertura
Lipidos — Grasas saturadas, gliceroles, fosfolipidos, éstres de sorbitano
Con nucleo
hidrofilico Ceras = Cera de abeja, parafinas, cera microcristaling

Polimeras —= Etil celulosa, goma laca

Abreviaciones: WP Concentradio de proteina de suero, WPI Proteina de suera de leche aislada; PVP: Polivinilporrilidona; PEG: Poligtilenglicol. PVA: Acetato
de polivinilo

Figura 4. Diferentes materiales de cobertura utilizados en microcapsulas clasificados segun
las propiedades hidrofilicas del material del nucleo. Creacion propia, referencia: (Mishra,
Jain y Jain, 2013).

Existe una gran variedad de materiales utilizados para cubrir el nicleo de una

microcapsula, su eleccién depende de las caracteristicas deseadas en la



microcapsula, pero sobre todo depende del material que compone al ndcleo. La
principal caracteristica que define el tipo de cobertura que se utilizara es la
interaccion hidrofilica o hidrofébica que presente el nlcleo como se muestra en la
figura 4. Los materiales utilizados en la cubierta son polimeros naturales como
carbohidratos, lipidos o0 proteinas, y polimeros sintéticos como el
polimetilmetacrilato (PMMA), acroleina o polimeros epoxi. (Mishra, Jain y Jain,

2013).

3.3 Técnicas de microencapsulacion

Las diversas técnicas de microencapsulacion se clasifican con base en los métodos
gue se utilizan para formar las microcapsulas, que pueden ser mediante métodos
fisicos o quimicos. Dentro de las técnicas que utilizan métodos fisicos se
encuentran: Secado por aspersion, aspersion por enfriamiento, disco rotatorio,
lecho fluidizado, extrusion centrifugal, coextrusién, encapsulacion molecular y
emulsién multiple. Algunas de las técnicas quimicas utilizadas son: Separacion de
fase, evaporacion con solvente, coacervacion, polimerizacién interfacial, gelificacion

iGnica, gelificacion interna (Sobel, Versic y Gaonkar, 2014).

3.4 Aplicaciones de la microencapsulacion

La microencapsulacion es una tecnologia utilizada en diferentes sectores
industriales como son la industria farmacéutica, alimenticia, cosmética, agricola y

textil, dandole diferentes usos a la microencapsulacion de sustancias activas (tabla



2). Una de las principales aplicaciones que se le da a la microencapsulacion es
aumentar el tiempo de vida de un ingrediente, ya sea protegiéndolo contra factores
fisicos y quimicos como el calor, la luz, sustancias oxidantes, pH y humedad, o
disminuyendo la volatibilidad de ciertos ingredientes que sean muy volatiles, lo que
dificulta su conservacion en estado sélido; esto se aprovecha bastante para la
proteccion de sustancias bioactivas muy susceptibles que requieren una mayor
protecciobn para conservar sus propiedades, por ejemplo, enzimas,
microorganismos utilizados como probiéticos o material genético. Otro uso que se
le da, constantemente recurrido en la industria farmaceéutica y alimenticia, es utilizar
las microcapsulas como un sistema de liberacion controlado para sustancias activas
como son los farmacos o algunos ingredientes de alimentos. También se pueden
enmascarar propiedades organolépticas de ingredientes como el olor, color y sabor,
lo que resulta muy util en formulaciones de productos destinados a ser ingeridos o
aplicados sobre la piel. Ademés de ofrecer una proteccion contra factores externos,
la microencapsulacion de sustancias activas también previene reacciones no
deseadas entre estas y el resto de los componentes de la formulacion de un
medicamento o un alimento. Otra aplicacion que se le ha dado a la
microencapsulaciéon es facilitar la manipulacion de sustancias liquidas
convirtiéndolas en sélidos cuando se contienen en microcdpsulas (Reyna, et al.,

2015; Sobel, Versic y Gaonkar, 2014).
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Industria Aplicaciones

Referencia

e Sistemas de liberacién controlada para
la dosificacién de farmacos.

e Enmascaramiento de olor y sabor de

Farmacéutica ingredientes en formas farmacéuticas
orales.

e Proteccion de probidticos, células de
islotes pancreaticos y otras sustancias
bioactivas.

(Tomaro, et al., 2013)
(Luy Park, 2012)

e Microencapsulacién de agentes
probiéticos en productos lacteos o

Alimenticia suplementos alimenticios.

e Reduccion de la Vvolatibilidad de
saborizantes.

(Rathore, et al., 2013)

e Microencapsulacion con liposomas de
filtros solares en cremas bloqueadores
UVv.

Cosmética e Disminuir la volatibilidad de fragancias y
aceites esenciales volatiles.

e Microencapsulacion de  sustancias
hidrofobicas en shampoos y
acondicionadores.

(Xu, et al. 2013).
(Tekin, Bacy
Erdogmus, 2014).

Agricola ¢ Disminucion de toxicidad de herbicidas,
insecticidas y pesticidas.

(Alonso, et al., 2014)

e Microencapsulacién de agentes

Textil microbianos de origen natural.

e Microencapsulacion de extractos de
planta utilizados para tefiir telas.

(Sumithra y Vasugi-
Raaja, 2012)
(Ganesan, et al.,
2013)

Tabla 2. Algunas de las aplicaciones de la microencapsulacion
Creacion propia.

utilizadas en la industria.
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CAPITULO 4. APLICACION DE LA MICROENCAPSULACION

EN MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

4.1 Razones para microencapsular probioticos

Las formas farmacéuticas convencionales utilizadas para la administracion de
probidticos son las capsulas y las tabletas recubiertas, sin embargo, las condiciones
extremas a las que se enfrentan dentro del tracto digestivo, como el pH &cido, la
presencia de peréxido de hidrogeno y altas concentraciones de oxigeno y sales
biliares (Sarao y Arora, 2017). Estudios han demostrado que algunos productos
probiéticos comerciales son ineficientes porque los microorganismos probiéticos
contenidos en estos no logran sobrevivir en cantidades suficientes a lo largo del
tracto gastrointestinal y para colonizar el tracto digestivo del paciente, lo que
disminuye considerablemente el efecto terapéutico de los productos probiéticos
(Yao, 2020).

En la ultima década, para aumentar la supervivencia de los microorganismos
probiodticos en el ambiente gastrointestinal, se ha propuesto utilizar el método de
microencapsulacion ya que ha demostrado ser uno de los métodos mas eficientes
para que los probiéticos microencapsulados sobrevivan mejor a las condiciones del
tracto digestivo en comparacion de los probioticos que se administran de forma libre,

asegurando asi su actividad en el intestino. (Pech-Canul, 2020; Cook, et al., 2012).

Sin embargo, la microencapsulacion de probioticos enfrenta algunos retos que
surgen por la misma naturaleza de las células vivas. El éxito de emplear esta

tecnologia en probioticos dependera principalmente de las propiedades
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fisicoquimicas de la célula, de las condiciones utilizadas durante el proceso de
microencapsulacion y de las propiedades deseadas en la microparticula como su
tamafio y densidad. Uno de los aspectos mas importantes a considerar es el tamafio
de la célula que se utilizara ya que de esto dependera mucho el tamafio final de la
microcépsula, requiriendo asi de diversas técnicas para obtener los diferentes
tamafos de microparticula deseados; las bacterias tienen un diametro de entre 1y
5 um, mientras que el diametro de las levaduras es de 3 a 30 um o en el caso de
realizar microcdpsulas con particulas de cultivos de microorganismos liofilizados,
pueden alcanzar didmetros mayores a 100 um (Frakolaki, et al., 2021). Otro desafio
que se debe enfrentar es mantener la viabilidad de las células durante todo el

proceso de manufactura, de transporte, distribucién y almacenamiento.

4.2 Materiales utilizados en la microencapsulacion de probiéticos

4.2.1 Influencia del material en la microcapsula

La mayor parte de los materiales comestibles utilizados para la encapsulacion de
probidticos son poliméricos, principalmente polisacaridos, proteinas y lipidos,
individualmente o formando mezclas. El material que se utilizara para encapsular el
probiotico es un factor decisivo y el mas importante que determinara las propiedades
finales de la microcapsula; un pequefio cambio en la composicion del material de
cobertura o del nucleo puede afectar considerablemente las caracteristicas fisicas

0 quimicas de las microcapsulas. (Pech-Canul, 2020).
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4.2.2 Caracteristicas de los materiales

Para considerar que un material es adecuado para ser utilizado en el proceso de
encapsulacion debe cumplir con ciertas caracteristicas (Pérez, et al., 2013), sin
embargo, no existe material que pueda ser utilizado para todos los diferentes usos

que se les dan a las microcapsulas y que cumpla siempre con todas las

caracteristicas deseadas:

Baja viscosidad a altas concentraciones

Baja higroscopicidad para facilitar su manipulacién y evitar la aglomeracion

Capacidad de emulsificar y estabilizar el material del nucleo

Compatibilidad quimica y fisica con el material encapsulado.

Brindar estabilidad y proteccién contra condiciones adversas (pH, oxigeno,

humedad, temperatura, luz).

Propiedades organolépticas que

no dificulten su administracion oral (sabor,

olor).
Bajo costo.
Parte de la Material Nombre comercial
microcapsula
Alginato
Pectina
Carragenano
Polisacaridos | Quitosano
Goma gellan
Gelatina

Caseina y caseinatos
Proteina de suero de leche aislada
Albimina

Proteinas
Cobertura

Soya
Trigo
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Maiz

Almidon

Aceite de pescado (acido palmitico)
Lipidos Mantequilla (acido butirico)
Aceite de girasol (acido estearico)
Aceite de olivo (acido oleico)
Nucleo Prebidticos | Oligosacaridos (-glucano)
Almidon resistente

Alginato

Pectina

Recubierta | Polisacaridos | Goma Xantana y arabiga
Quitosano

Carboximetil chitosan

Tabla 3. Materiales mas empleados para microencapsular probiéticos. Creacion propia,
referencia: (Pérez, et al., 2013, Yao, et al., 2020).

4.3 Métodos de microencapsulacion mas utilizados para probioticos

Antes de escoger el método de microencapsulacién a utilizar, se debe tener en
cuenta el disefio y el uso que se le dara a la microcapsula. Las microcapsulas de
células de microorganismos estan disefladas para cumplir diferentes propdsitos:
Pueden contar con un disefio tal que se forme una barrera fisica que sirva como
proteccion a los factores ambientales o gastrointestinales capaces de dafar a la
célula como el &cido gastrico, temperatura, oxigeno, sales biliares o enzimas
digestivas; también pueden disefiarse con el objetivo de aumentar el tiempo de vida
de los microorganismos encapsulandolos junto con nutrientes especificos que le
ayuden a sobrevivir un mayor tiempo, como son carbohidratos digeribles, fibras
dietéticas, proteinas o minerales; pueden ser disefiadas para que contengan
sustancias que generen un ambiente mas favorable para los probioticos, por
ejemplo, antiacidos que ayuden a regular el pH del tracto digestivo; por ultimo, otro

disefio estd enfocado funcionar como una trampa para contener sustancias



bioactivas benéficas que puede secretar el microorganismo como enzimas que
hidrolizan sales biliares, brindando mayor proteccion a los probiéticos de las sales

biliares en el intestino delgado. (Yao, et al., 2020).

En los ultimos afios se han estudiado diferentes métodos de microencapsulacion
para encontrar cuales son los que se adectan mejor a los probidticos, tomando en
cuenta que el principal objetivo es proteger y aumentar la viabilidad de los
microorganismos. (Rathore, et al., 2013). Son 4 las técnicas de microencapsulacion
mas empleadas para probioticos: Extrusion, coacervacion, secado por aspersion y
emulsificacion; cada método cuenta con diferentes caracteristicas, ventajas y
desventajas, asi como también se obtienen diferentes propiedades de las
microcapsulas para cada método empleado (Tabla 4) y su seleccion dependera de

la aplicacion que se les dé a las microcapsulas.

4.3.1 Extrusion

Es considerado un método fisico que consiste en encapsular a los microorganismos
en una solucién hidrocoloidal, donde usualmente se opta por utilizar alginato o
carragenano. Esta mezcla se hace pasar a través de una aguja o boquilla, mediante
un sistema de inyeccién a una velocidad constante y controlada, para formar las
gotas del material encapsulado que son agregadas por goteo en una solucién de
endurecimiento que generalmente contiene NaCl. o CaClz, para favorecer el
proceso de polimerizacién y endurecimiento del material de recubrimiento. (Lee, et

al, 2019).

32



Algunas ventajas de esta técnica son: se realiza en pocos pasos, es econdémica, no
requiere solventes o el empleo de altas temperaturas en el proceso y los
microorganismos sufren minimo dafio mecanico por lo que se obtiene una alta
viabilidad. Sin embargo, es un proceso lento y dificil de producir a gran escala.

(Sarao y Arora, 2017).

Proceso de extrusion para la microencapsulacidn de probidticos

¥

Solucion polimerica | o pszclar y homogeneizar Frobisticos
(alginato, carragenano)

{ Solucon de - Agregar la solucion polimérica

endurecimiento .| mediante goteo, con agitacion
: =
(NaCl; o CaCl) constante, a la solucion de
- endurecimiento

v

Enfriar la mezcla obienida
{endurecimiento de las
microcapsulas)

v

Remover el sobrenadante
mediante decantacion o
filtracion

v

Solucion NaCly N
. s Lavar microcapsulas
isotonica vy esteril

Figura 5. Diagrama del proceso de extrusion para la microencapsulacion de probiéticos.

Creacion propia, referencia: (Lee, et al., 2019).

4.3.2 Coacervacion

Es un método fisicoquimico, donde estan presentes 3 componentes iniciales: el
material del nucleo, que en este caso es el probidtico; el polimero encapsulante de
naturaleza proteica en estado liquido; el solvente utilizado para preparar la solucion

acuosa del polimero encapsulante. La deposicion del polimero encapsulante sobre
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el probidtico se lleva a cabo cuando el polimero es absorbido en la interfase formada

entre el probidtico y la fase liquida (Mishra, Jain y Jain, 2013).

La coacervacion puede ser simple o compleja: En la coacervacion simple soélo se
utiliza un polimero como material encapsulante y la coacervacion se lleva a cabo
induciendo la desolvatacion del agente encapsulante modificando el pH y/o
temperatura, agregando una sal o agregando un polimero incompatible con la
solucion del agente encapsulante, sin embargo, no es muy comun que se utilice
este tipo de coacervaciéon a nivel industrial; en la coacervacion compleja, los
coacervados se forman cambiando las condiciones de pH del medio y se pueden
utilizar uno o mas materiales poliméricos, por ejemplo, un polimero catiénico como
un polisacarido con uno aniénico como una proteina, estos se entrecruzaran gracias

a las interaccion de cargas, como se ilustra en la figura 7 (Frakolaki, et al., 2020).

Este método representa una tecnologia prometedora para la encapsulacion debido
a su buena capacidad de encapsulamiento y la capacidad de liberacion controlada
del material del nucleo por estrés mecanico, cambios de temperatura o pH,
especialmente porque la encapsulacién de probioticos requiere de un sistema que
los libere cuando este es expuesto a un pH béasico en el colon. Sin embargo, es un
método mas costoso, complejo y que requiere del control de diferentes condiciones
criticas del proceso, por lo que es mas dificil de llevar a cabo a gran escala, ademas
de que con la coacervacion no se logran obtener microcapsulas muy pequefias

(Rathore, et al., 2013).
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Proceso de coacervacion simple para la microencapsulacion de probidticos

w
Solucion polimérica Dispersar en la disolucion del polimero Probiticos
{proteina) encapsulante con agitacion constante
h 4

Ajustar pH y/o temperatura para inducir
la insolubilizacion y deposicion del
polimero

¥
Enfriar o agregar agente de
endurecimiento para favorecer el
endurecimiento de los coacervados
formados

h 4

Recolectar coacervados mediante
filtracion o centrifugacion

Figura 6. Diagrama del proceso para llevar a cabo la microencapsulacion de probioticos

mediante coacervacion simple. Creacién propia, referencia: (Frakolaki, et al., 2020).

Cambic de pH,
temperatura o
fuerza ignica

Probidtico disperso en Adicion de salucion Interaccion entre E"dUFEfimiEﬂtﬂf
solucion acuosa de un  acuosa de un polianiones Entrecruzamiento
polimero anionico polimero catidnico

e Polimerg anicnico Secado

—
s Pgolimero catignico
@  Fobistico Coacervados secos Coacervados formados
con nacleo

Figura 7. Esquema del proceso de coacervacion compleja utilizando un polimero anidnico

y un polimero catiénico. Modificado de: (Timilsena, et al., 2018).
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4.3.3 Secado por aspersion

El método de atomizacidn o aspersion es un método fisico que consiste en atomizar
aire caliente a una suspension o emulsibn homogénea de probidticos y el material
polimérico encapsulante. Esta suspension se introduce a un equipo de aspersion
(figura 8) donde se deja gotear dentro de una camara de secado y se le atomiza
aire caliente para lograr una rapida evaporacion del solvente, obteniendo asi los
probioticos microencapsulados con el material polimérico en forma de particulas de
polvo. El éxito de esta técnica radica en 2 factores: El material polimérico utilizado
y la optimizacién de los parametros del proceso, principalmente la temperatura del

aire.

La principal ventaja de este método es que es un proceso continuo, rapido y
relativamente econdmico que puede ser utilizado a escala industrial. Existen
posibles inconvenientes por el uso de altas temperaturas, ya que esto puede
disminuir la viabilidad de los microrganismos, sin embargo, varios estudios reportan

minima pérdida de viabilidad (Gad, 2008).
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Tuba de musestra Bamaa

Baquilla _.._.—-—'—'_'_UI Suspensian de

de chama probidtioo

o 3 p ogny

Recolarcidn de

|~ microcapsulas

Figura 8. Esquema de un equipo empleado para el método de secado por aspersion.

Madificado de: (Gad, 2008).

4.3.4 Emulsificacién-evaporacion del disolvente

Una de las formas de preparacion de microcapsulas mas utilizado en la industria se
realiza preparando una emulsion, cuya fase interna o dispersa en forma de
microgotas se solidifica, cubriendo nucleos de la sustancia activa para formar
microcapsulas. En este sistema la fase interna esta conformada por un disolvente
organico donde se disuelve el polimero encapsulante; la fase externa es un liquido
inmiscible con la fase interna que sea o contenga disuelto a un agente estabilizante
como un tensoactivo para evitar fenbmenos de agregacion y coalescencia que
desestabilicen la emulsiéon; los probidticos se disuelven o dispersan en la fase

interna de la emulsion. Una vez preparada la emulsion, se elimina el disolvente
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organico de la fase interna evaporandolo, con agitacion, para favorecer la
compactacion del polimero y la encapsulacion de los probioticos. Finalmente se
llevan a cabo procesos de separacion, lavado y secado para la recogida de las

microcapsulas (Lozano, 2012).

El tamafio de microcapsula puede controlarse modificando la velocidad de
agitacion, la concentracion del surfactante o el valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico
(EHL) empleado. Uno de los principales inconvenientes de esta técnica es que las
microcapsulas obtenidas pueden contener residuos de la fase organica que afectan
las propiedades organolépticas de la microcapsula, ademas de ser un agente toxico

para las células del tracto gastrointestinal. (Frakolaki, et al., 2020).
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Proceso de emulsificacion para la microencapsulacion de probidticos

Polimero encapsulante Disolver agente encapsulante Dlsulvent.e organico
(fase interna)
Probiéticos Dlspe_rsar prnhlntlcn_a en la fase
interna con agitacion
Surfactante Emulsificar ambas fases con
(fase externa) agitacion

|

Evaporar el disolvente organico
con agitacidn a temperatura de
evaporacion del solvente.

|

Filtrar, lavar y secar
microcapsulas

Figura 9. Diagrama del proceso para realizar la microencapsulacion de probidticos
mediante el método de emulsificacién. Creacion propia, referencia (Lozano, 2012).
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METODO PROPIEDADES DE LAS MICROCAPSULAS REFERENCIA
OBTENDIAS
-Microcépsulas mononucleadas o de reservorio.
-Didmetro entre 15 um y 3.5 mm.
Extrusion -Capa de cobertura poco estable. Le, et al., 2019

-Baja carga microbiana.

Coacervacion

-Microcapsulas mononucleadas o de reservorio.
-Didmetro entre 10 um y 3.0 mm.

-Alta carga microbiana.

-Puede contener mas de un material polimérico en su
cubierta si se realiza una conservacién compleja.
-Cobertura hidrofébica.

-Muy util para la liberacion de probiéticos cuando son
expuestos a un mayor pH en el intestino.

Rathore, et al.,
2013

Secado por
aspersion

-Microcapsulas mononucleadas o de reservorio.
-Diametro entre 3 y 600 um.

-Se conserva buena estabilidad durante un
almacenamiento prolongado.

-Microcépsulas secas, estables y con baja densidad
aparente.

-Cobertura hidrofilica, por lo que puede presentar
problemas de liberacién anticipada de los probiéticos.

Pérez, et al.,
2013

Emulsificacién

-Microcépsulas mononucleadas o de reservorio.
-Didmetro entre 25 umy 2 mm.

-Alta viabilidad.

-La cubierta puede contener residuos indeseables de
la fase oleosa.

-Las microcapsulas obtenidas pueden ser cubiertas
con una segunda capa para aumentar la proteccion
del probidtico o mejorar las caracteristicas
sensoriales de la microcapsula.

Frakolaki, et al.,
2020.

Tabla 4. Diferencias reportadas entre las propiedades de las microcapsulas obtenidas por
los métodos de extrusién, coacervacion, secado por aspersion y emulsificacion. Creacion

propia.
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CAPITULO 5. PRUEBAS DE CALIDAD

5.1 Andlisis granulométrico y morfolégico

El tamafio de particula puede, entre otros parametros, afectar la capacidad de
absorcién del principio activo y su biodisponibilidad. Para el caso particular de las
microparticulas estas requieren un determinado tamafio que generalmente se
encuentra en un rango de 1 a 1000 micras, por lo que es necesario realizar un

estudio granulométrico para determinar el tamafio de la particula.

En la tabla 5 se presentan distintas técnicas para la determinacion del tamafio de

una particula con el rango aproximado de dimensiones que pueden medir:

Rango aproximado (pm)

método Limite Limite
suparnor inferior
Tamizacion b 80.000
Microscopia 0.5 1.000
Microscopla 0,003 20
electronica
Elutracion 3 200
Centrifugacion 0,05 3
Ultracentrifugacion 0,001 1
Sedimentacion 1 200
Turbidometria 0,01 50
Difraccion de rayos X 0,002 0,1
Difraccidn luz laser 0,5 900

Tabla 5. Rango de diversos métodos de calculo de tamafio de particula. Referencia:
(Lozano, 2012).
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Los métodos mas utilizados para la determinacion del tamafio de las microcapsulas

son:

5.1.1 Difraccion laser

La difraccion de luz laser de angulo corto o por sus siglas en inglés LALLS o
también denominada en inglés como <<light scattering>> o <<laser diffraction>>,
consta de un equipo con diferentes partes (figura 10). El equipo parte de una
fuente de luz laser de He-Ne que emite un haz de luz a una longitud de onda
definida, generalmente a 650 nm. Este haz atraviesa una celda que contiene la
muestra a analizar; el haz al chocar con las particulas se desvia o difracta su
trayectoria. Posteriormente, la luz difractada es recolectada por una lente y
enviada a una placa detectora para que el equipo sea capaz de medir el angulo
de difraccién con el cual se calcula el tamafio de la particula. Algunos equipos
pueden incorporar una microcamara para fotografiar las particulas en
suspension y se pueden visualizar mediante un tratamiento informatico en un

ordenador.

Este método ha demostrado ser uno de los mas eficientes ya que incluso la
farmacopea europea ha descrito el analisis granulométrico mediante esta

técnica (método 2.9.31 de Ph. Eur.).



Detector
Muestra de Eesite

microcapsulas

Angulo de
difraccion

Fuente de
He-Ne

Microcamara

Ordenador
(anélisis de datos)

Figura 10. Esquema de un equipo granulométrico por difraccion laser. Modificado de:
(Lozano, 2012).

5.1.2 Microscopia Optica

Una de las grandes ventajas de la microscopia es que nos permite ver
directamente las particulas de nuestra muestra y es mucho mas econémico que
el método de difraccién laser, sin embargo, una de las principales limitantes de
este método es la cantidad de muestra que se puede analizar ya que
generalmente suele ser muy pequefia e insuficiente para poder realizar un
analisis estadistico y seria necesario analizar varias muestras. Equipos
modernos de microscopia han solucionado esta limitante, adaptandolos con
camaras que envian sefiales a través de una interfaz a un ordenador, dotado de
un programa capaz de realizar no solo el andlisis de tamafio sino también de la

forma de las particulas, como se esquematiza en la figura 11. Esta metodologia
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también ha sido descrita en la Farmacopea Europea, en el ensayo limite de

tamafio de particula (Ph. Eur. 2.9.13).

Microscopio dptico con cdmara

Muestra de
microcapsulas

Interfaz Ordenador
(analisis de datos)

Figura 11. Esquema de un equipo automatico de granulometria por microscopia éptica.

Referencia: (Lozano, 2012).

5.2 Evaluacién de la viabilidad de los probioticos

El principal propdsito de utilizar la microencapsulacion en los microorganismos
probidticos es preservar su viabilidad al ser expuestos en el ambiente
gastrointestinal cuando son ingeridos por via oral. Ademas, también existe
perdida de la viabilidad celular durante los procesos de manufactura, tanto por
factores fisicos o quimicos, por ejemplo, en la microencapsulacion mediante
secado por aspersion, los microorganismos son expuestos a altas temperaturas
gue pueden afectar su viabilidad (Rathore, et al., 2013). Una vez fabricadas las
microcapsulas, es indispensable evaluar la viabilidad de los microorganismos
para asegurar la eficacia del sistema de liberacion del probidtico, asi como

garantizar que los pacientes recibirdn la dosis requerida de probidticos
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recomendada, que, al variar de acuerdo con la cepay el producto, provocan que
no se pueda establecer una dosis general, aunque la mayoria se encuentra entre

108y 10° UFC/dia (Guarner, et al., 2017).

La evaluacion de la viabilidad se puede realizar con el método de cuenta en
placa después de exponer el producto en jugo gastrico simulado (JGS) utilizando
modelos de digestion in vitro que pueden ser estaticos o dinamicos, estos ultimos
simulan mejores las condiciones gastrointestinales ya que utilizan varios
compartimentos. Otro método utilizado para la evaluacion de la viabilidad celular
es la citometria de flujo, como describe la Organizacién Internacional de
Estandarizacion (ISO, 2015), mediante el método analitico especifico: “Recuento
de células vivas por citometria de flujo”, que es una variacién validada del

meétodo oficial 1ISO0119244:2015 (Yao, et al., 2019).
5.2.1 Modelo dinamico de digestion in vitro y cuenta en placa.

El modelo dinamico de digestion in vitro es el que mejor simulan las condiciones
in vivo al que las microcédpsulas estaran expuestas, esto gracias a que permite
regular el pH, el flujo del producto y agregar diferentes enzimas digestivas en
tiempo real en cada uno de los diferentes compartimientos simulados del tracto
gastrointestinal. Por ejemplo, el sistema SHIME utilizado por (De Boever,
Deplancke y Verstraete, 2000), que se esquematiza en la figura 12, fue
reportado como un sistema para simular la actividad digestiva tanto del
estbmago como del colon; consta de 5 recipientes o vasos que contienen
diferentes fluidos gastricos simulados, que se mantienen a 37°C; los parametros

de cada uno de los fluidos gastricos simulados se muestran en la tabla 6. El
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namero de microorganismos viables, después de haber sido expuestos a la
condiciones géstricas simuladas, puede determinarse mediante el método de
cuenta en placa, utilizando agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) e incubando las
placas en las condiciones requeridas dependiendo de la cepa; el resultado de la
cuenta se expresa como el logaritmo de las unidades formadoras de colonias

por gramo de microcapsulas (log UFC g) (Fritzen-Freire, et al., 2013).

Vaso Segmento intestinal Volumen (L) Tiempo de pH
retencion (h)
1 Estdbmago 0.2 2 2.0-2.5
2 Intestino Delgado 0.3 6 5.0-6.0
3 Colon ascendente 0.7 18 5.5-6.0
4 Colon transversal 1.3 36 6.0-6.4
5 Colon descendente 0.8 22 6.6-6.9

Tabla 6. Descripcion de los diferentes vasos del sistema SHIME y sus parametros de
operacion. Referencia: (De Boever, et al., 2000).

Jugo pancreatico

Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5

Figura 12. Esquema del Simulador del Ecosistema Microbiano del Intestino Humano
(SHIME). Modificado de: (Yao, et al., 2019).
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5.3 Andlisis de propiedades fisicoquimicas

Cuando se desarrolla un nuevo sistema de liberacion de probidticos es
indispensable estudiar las propiedades fisicoquimicas del sistema para determinar
su funcionalidad (Yao, et al., 2019). El estudio de las propiedades fisicoquimicas de
las microcapsula proporciona informacion sobre la composicién de la superficie y
del nucleo de las microparticulas, permitiendo conocer la distribucion de los
microorganismos probidticos en la microcépsula, al igual que propiedades como la
estabilidad térmica, propiedades de adhesion y la permeabilidad. El andlisis de cada
una de las propiedades se realiza a través de diferentes metodologias (Lozano,

2012).

5.3.1 Determinacion del potencial zeta

Las propiedades adhesivas de las microparticulas estan determinadas
principalmente por su potencial y la carga superficial, que a su vez estan
relacionadas con la estabilidad fisica del sistema. Una particula coloidal puede
adquirir una carga eléctrica superficial cuando se dispersa en una fase continua, a
través de: La ionizacion de los grupos funcionales de la particula dispersa; adsorcion
de iones, presentes en la fase continua, sobre la superficie de la particula; por la
friccion entre las particulas y el medio de dispersion (Lozano, 2021). Para estudiar
estos fendmenos electrostaticos se utiliza el modelo de la doble capa (figura 13)
donde se describe que la atmdsfera ionica de una particula coloide esta compuesta
por dos capas: La primera, es la mas proxima a la superficie de la particula y esta
conformada por iones de carga opuesta (contraiones) fuertemente atraidos a la

superficie por fuerzas electrostaticas, denominada capa rigida o de Stern; la
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segunda capa interactia con la capa de Stern y estd compuesta tanto de
contraiones como de coiones y se denomina capa difusa; el potencial que une

ambas capas es conocido como potencial zeta (Yoval, et al., 2013).

Gracias al movimiento de las particulas cuando son sometidas a un campo eléctrico
constante, se puede determinar el signo de la carga superficial, la movilidad
electroforética y la potencial zeta (Lozano, 2012). Existen equipos automaticos que
facilitan la medicion del potencial zeta, por ejemplo, los equipos de la familia
Zetasizer®, muy recurridos para realizar estas mediciones tanto en la industria como
en investigacion. Estos equipos realizan la medicion del potencial zeta mediante
dispersién de luz electroforética, donde se hace incidir un laser mientras las
particulas se encuentran en movimiento, lo que origina frecuencias diferentes a la
frecuencia original del laser y estas diferencias son proporcionales a la velocidad de
la particula, que es necesaria para que el equipo calcule la magnitud del potencial
zeta (Bhattacharjee, 2016). En la figura 14 se esquematiza la instrumentacion de

estos equipos:
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Figura 13. Modelo de la doble capa para particulas coloidales. Referencia: (Yoval, 2013).
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Figura 14. Esquema de la instrumentacién utilizada para determinar el potencial zeta
mediante dispersion de luz electroforética. Modificado de: (Bhattacharjee, 2016).



5.3.2 Calorimetria diferencial de barrido

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC por sus siglas en inglés) es la técnica
de andlisis térmico mas comun. En la DSC se someten las microcapsulas a una
rampa de calentamiento que mide la pérdida o ganancia de calor en forma de
Capacidad Caldrica (Cp). Como resultado de cambios fisicos 0 quimicos en una
muestra en funcion de la temperatura; los datos se obtienen como entradas
diferenciales de calor en funcion de la temperatura, permitiendo caracterizar el
grado de cristalinidad de las microcapsulas y la informacion sobre el
comportamiento de fusion y cristalizacion del material (Vasconez, 2017; Lozano,

2012).

El analisis DSC tiene como principio el comparar la diferencia de cantidad de calor
que se requiere para aumentar la temperatura entre la muestra y una referencia, ya
gue se espera que la cantidad de calor que la muestra requiera siempre sea mayor
frente a la cantidad requerida por la referencia para presentar el mismo incremento
de temperatura. De acuerdo con el mecanismo de operacion, existen 2 tipos de

DSC:
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Figura 15. Comparacion de los 2 tipos de DSC segun su mecanismo de operacion.
Referencia: (Vasconez, 2017).

5.4 Evaluacién de la eficiencia de encapsulacion (EE)
La EE se considera como la tasa de supervivencia de los microrganismos
probioticos después de haberse realizado el proceso de microencapsulacion. Este

pardmetro se puede calcular facilmente con la siguiente relacion:
N
EE(%) = —x100
Ny

Donde N es el numero de células probidticas viables, liberadas de la microcapsula
y expresado como log UFC/g* de microcapsula, mientras que No representa el
namero de células viables tedricas contenidas en la suspension, antes de utilizarse
en el proceso de microencapsulacion y expresado como log UFC/g?' de

microcapsula (Dias, et al., 2018).



Para poder determinar N, se debe utilizar un método validado donde la muestra de
microcapsulas sea sometida a un proceso de centrifugacién que las separe del
medio liquido donde fueron preparadas, seguido de un tratamiento de ruptura para
liberar su contenido y finalmente utilizar un método que permita determinar el

namero de células viable como cuenta en placas de MRS (Lozano, 2012).

5.5 Modelos in vivo

Los modelos in vitro son muy practicos y faciles de replicar, sin embargo, no pueden
considerarse un modelo exacto del ambiente gastrointestinal humano; para obtener
resultados mas aproximados a las condiciones ambientales reales se utilizan los

modelos in vivo.

Otra razon importante para considerar incluir modelos in vivo, en los estudios de
calidad de las microcapsulas de probioticos, es que se han reportado diferencias de
correlacién de los resultados obtenidos mediante modelos in vitro e in vivo utilizando
el mismo tipo de microcépsulas, por ejemplo, Wirth et al., 2015, reporté que un
sistema de microcédpsulas, basadas en proteinas de leche, no aumento la viabilidad
de los probidticos en el sistema gastrointestinal de roedor, a pesar de que en el

modelo in vitro si se obtuvo un aumento en la viabilidad.

Los modelos in vivo mas utilizados son los de roedores, principalmente de ratas y
ratones, sin embargo, hay que tener en cuenta que el sistema gastrointestinal de
los roedores dista mucho del sistema gastrointestinal humano. Otra propuesta de
modelo in vivo es el sistema gastrointestinal porcino, debido a que la morfologia del

colon es mas parecida a la del humano, no obstante, esto podria aumentar el costo
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de las pruebas y las consideraciones éticas involucradas para aceptar su uso (Yao,

et al., 2019).
5.5.1 Modelo en roedores

Anélogamente a los modelos in vitro que exponen las microcapsulas de probioticos
a jugos gastricos simulados, en los modelos in vivo las microcdpsulas son ingeridas
por el roedor para poder ser digeridas por el sistema gastrointestinal y
posteriormente analizar cada uno de los compartimentos del sistema para poder

determinar el nimero de células viables.

Para ejemplificar como se lleva a cabo un modelo in vivo para determinar el nUmero
de células viables, se esquematiza en la figura 16 la metodologia que siguié Wirth
et al., 2015 con el objetivo de analizar la supervivencia de células de Lactobacillus
casei, contenidas en microcapsulas basadas en proteinas de leche, al ser expuestas
al sistema gastrointestinal de ratones libres de patégenos especificos (SPF). En el
experimento se realizaron 2 tratamientos: un grupo de 5 ratones ingirié 5x108 UFC
por raton de células probidticas microencapsuladas y el segundo grupo de ratones
recibié la misma cantidad de probioticos libres, sin microencapsular. 3.5 horas
después de la administracion de los probioticos, los ratones fueron sacrificados y se
extrajeron 4 compartimentos intestinales: estdmago, intestino delgado y el colon.
Las oOrganos extraidos fueron abiertos longitudinalmente y mezclados, por
separado, con vortex en 3 mL de solucion estéril de buffer de fosfatos salina (BPS).
Posteriormente los tejidos fueron sedimentados mediante centrifugacion por 5 min
a 300 g, y se conservo el sobrenadante donde se encontraban los probiéticos. Para

poder realizar la cuenta selectiva de las células probidticas, se utilizO una cepa
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resistente a eritromicina de L. casei (L.c¥"), el sobrenadante de cada compartimento
se sembro en una placa de MRS con 5 pg/mL de eritromicina y se incubaron a 37°C
por 48 h, de esta forma sélo crecieron las colonias del probidtico seleccionado y no
las demés células de la microbiota. Finalmente, se compararon las cuentas de las
células viables de ambos tratamientos mediante un analisis estadistico para
comprobar si existe un aumenta de la viabilidad cuando las células son

microencapsuladas.

2 tratamientos:

L. c* 3mLPBS
5x10% UFC/ratén estéril
& \ —
- 3.5h ‘ Separar /— ) '—\
'\. g - V -
B L. c®'sin - ‘
microencapsular Vortex
Centrifugar
o Smin,300x g
Analisis estadistico
Agar MRS con
5 pg/mL Eritromicina
" Tratamiento P N Incubar
de datos 37°C,48h  Sobrenadante

yaxus

E . . - | _ (L,CE“) P — =

Cuenta en placa Tejidos <— '\,‘

X axs
Distribucién normal: t-student

Distribucién anormal:
Mann-Whitney Rank Sum

Figura 16. Ejemplo de la metodologia de un modelo in vivo, utilizada para el andlisis de
supervivencia de células de L. casei resistentes a eritromicina (L. c"), microencapsuladas
y libres, cuando son expuestas al sistema gastrointestinal de ratones SPF, con n=5 para
ambos tratamientos. Creacion propia, referencia (Wurth et al., 2015).
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CAPITULO 6. PANORAMA ACTUAL
6.1 El mercado de la microencapsulacién
En los proximos afios, se estima que el mercado global de la microencapsulacion
alcance un valor de 19 billones de dolares para el 2025, con un crecimiento
compuesto anual de 13.6%; este crecimiento sera dirigido por la industria
farmacéutica, cosmeética y, principalmente, por el sector de alimentos y bebidas, que
demanda cada vez mas la incorporacion de sabores, enzimas, células inmovilizadas
y probidticos microencapsulados en sus productos (Salatin, 2019).
Para desarrollar un producto que contenga un probidtico debe de conocerse el
mercado al que sera dirigido; por ejemplo, para qué sectores o sector determinado
de la poblacion estara dirigido el producto y a quiénes se consideraran, tomando en
cuenta factores de inclusién como edad, religion, alimentacion especial, grupos con
enfermedades especificas, etc. También debe de considerarse si sera regional o
global, ya que el mercado de la microencapsulacion también es dependiente de la
zona geogréfica, por el ejemplo: En Norte América, esta tecnologia es empleada
principalmente por las industrias farmacéuticas, de alimentos y de productos de
cuidado personal, ademas de tener un futuro prometedor para el sector textil; en
Europa occidental, este mercado ha crecido rapidamente en cuanto a la
disponibilidad de materias primas y tecnologias de recubrimiento, especificamente
para la industria farmacéutica y cosmética; el mercado de la regién Asia-Pacifico se
espera que sea uno de lo que mayor crecimiento tenga, debido principalmente a
gue la presencia de la industria farmacéutica, alimenticia y de detergentes es cada

vez mayor en la region (Salatin, 2019).
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6.2 Aspectos legislativos

Los probidticos son considerados insumos para la salud y en México, de acuerdo
con el Reglamento de Insumos para la Salud, estan clasificados como suplementos
alimenticios. Sin embargo, en México no existe una norma que regule la
incorporacion de probidticos a los alimentos, 0 que garantice su integridad y
usualmente sélo basta con que los fabricantes cumplan con ciertas normas de
caracter oficial relacionadas a la produccién y comercializacién de alimentos como:

e NOM-251-SSA1-2009, Practicas de Higiene para el Proceso de Alimentos,
Bebidas o Suplementos Alimenticios.

e NOM-086-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Alimentos y Bebidas No
Alcohdlicas con Modificaciones en su Composicion. Especificaciones
Nutrimentales.

¢ NOM-051-SCFI/SSA1-2010, Especificaciones Generales de Etiquetado para
Alimentos y Bebidas no Alcohdlicas Preenvasados-Informacién Comercial y
Sanitaria.

A nivel internacional, la inocuidad y eficacia de los probiéticos para mejorar la salud
es revisada y regulada por la FAO y la OMS, cuyo principal objetivo es estandarizar
la regulacion para que todos o la mayor parte de los paises cumplan con los mismos
requisitos. Ademas, antes de lanzar el producto probiético al mercado, debe de
conocerse la regulacion nacional e internacional para saber cuales seran las
obligaciones legales del fabricante o si el microorganismo no ha sido afiadido antes

a algun otro alimento y deberd pasar por el cumplimiento de los criterios de
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seleccion y estudios que comprueben la seguridad y eficacia de la cepa utilizada

(Castillo, et al., 2019).

6.3 Productos en el mercado

Hoy en dia estan disponibles una gran variedad de productos probiéticos con
diferentes propositos, segun la o las cepas que contengan. En estos productos, la
eficacia depende principalmente de la manera en la que los probidticos seran
liberados y/o entregados en el cuerpo, sin embargo, existe un gran problema de
desinformacion por parte de las empresas hacia los consumidores ya que, en la
mayoria de las ocasiones, a las personas no se les proporcionan estos detalles

técnicos tan importantes del producto.

De acuerdo con un estudio de mercado realizado por Lumina Intelligence en el afio
2018, donde se identificaron las principales marcas de productos probiéticos en 20
diferentes paises, se concluyé que la mayoria de estas marcas no mencionan en
sus productos el tipo de sistema de liberacibn a través del cual funcionan.
Aproximadamente el 81% de los suplementos alimenticios que contienen
probiéticos estudiados, no mencionan qué sistema de liberacion utilizan y de los que
si mencionan esta informacion, los nombres mas utilizados son “Genéricos”,
“resistentes a pH”, “Liofilizado”, “BIO-tract”, entre otros. Es importante destacar que
“Microencapsulacion” ocupa el cuarto lugar de los sistemas de liberacion
mencionados con mayor frecuencia en los productos que si brindan esta
informacion, siendo superado Unicamente por capsulas como “BlO-tract”, capsulas

de liberacion retardada” y “DRcaps capsules”. A pesar de que la microencapsulacion
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figura entre uno de los principales sistemas de liberacion mencionados en los
productos, este representa solo el 1.1% de todos los productos considerados en el
estudio de mercado, lo cual indica que la tecnologia apenas comiza a ser introducida
en el mercado, pero se espera en los proximos afios que su presencia sea cada vez

mayor (Lumina Intelligence, 2019).

INumhre Genérico, 2.6%

Resistentes a pH, 2.3%

_ Liofilizados, 2.1%
| |

Microencapasulacién,
1.1%

_ BlO-tract, 1.3%

“_ Capsulas de liberacién
retardada, 1.2%%

DRcaps
capsules, 1.1%

Figura 17. Comparacion de los porcentajes de sistemas de liberacién si mencionados en
suplementos probiéticos contra los no mencionados. Estudio de mercado realizado por
Lumina Intelligence. Referencia (Lumina Intelligence, 2019).

Por lo anterior mencionado, se dificulta la busqueda de ejemplos de productos que
ya se comercializan con esta tecnologia, ya que bien, son muy pocos y el fabricante
no siempre da a conocer esta informacion técnica. Sin embargo, a continuacion, se
mencionan algunos ejemplos de productos que, mas que informar que son
fabricados con la tecnologia de microencapsulacién, hacen uso de esa informacion
como un diferenciador para su producto, resaltando la proteccion adicional que se
le proporcionan a los probioticos con esta tecnologia:
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Tabla 7. Ejemplos de productos probidticos en el mercado con tecnologia de
microencapsulacion y sus ventajas declaradas por el fabricante. Creacion propia.

Producto

Datos del producto

Ventajas declaradas
por el fabricante

Osmobiotic Flora Adulto

Osmobiotic

Cepas microbicticas F LO RA
L__ADuiio ]

Tecnologia de
microencapsulacion

Referencia:
Laboratorios BOIRON. (2018). OSMOBIOTIC
FLORA  ADULTO
BOIRON.

https://www.boiron.es/nuestros-

(probidtico).  Espafia.

Recuperado de:

productos/complementos-

alimenticios/osmobiotic-flora-adulto-probiotico

Patentado por:
Laboratorios BOIRON®

Cepas:
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis

BS01 (LMG P-21384)
Lactobacillus casei LC0O3 (DSM 27537)

Presentaciéon y Contenido:
12 sobres de 1.6 g. Cada sobre contiene:
2x10° UFC de B. animalis.
1x10° UFC de L. casei.

Indicaciones terapéuticas:
Tomar 1 sobre al dia durante 12 dias.
Para favorecer el bienestar vy

de

intestinal en adultos. Eficaz en casos

funcionamiento normal la flora

de estreflimiento y sintomas asociados

como hinchazén intestinal y dolor

abdominal. Restablecer la funcion
gastrointestinal y la regularidad en 12-

24 dias.

1.Tecnologia de
microencapsulacion.

2. Protege a las cepas
microbiéticas de la acidez
gastrica y les confiere una
resistencia superior a las de
las cepas no
microencapsuladas. Llegan
vivas en mayor nimero al

intestino.

3. Formulado y patentado

sin alergenos.
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Producto

Datos del producto

Ventajas declaradas
por el fabricante

Osmobiotic Flora Bebé

P o b T e o e i

-

Referencia:

Laboratorios BOIRON. (2018). OSMOBIOTIC
FLORA BEBE (probidtico). Espafia. BOIRON.
Recuperado de:
https://www.boiron.es/nuestros-
productos/complementos-

alimenticios/osmobiotic-flora-bebe-probiotico

Patentado por:
Laboratorios BOIRON®

Cepas:
Bifidobacterium breve BRO0O3
16604).

Lactobacillus casei LC0O3 (DSM 27537)

(DSM

Presentacién y Contenido:
Frasco de 5 mL con cuentagotas. 5 gotas
contienen:

2. x108 UFC de B. breve.
2.5x108 UFC de L. casei.

Indicaciones terapéuticas:
Administrar 5 gotas al dia en una sola
toma, durante 15 dias.

Probiéticos especificos para el cuidado
intestinal de bebés de 1 mes a 3 afios.
Recomendado para favorecer el
bienestar y funcionamiento normal de
la flora intestinal, tanto en casos de
diarreas como en situaciones de
estrefiimiento que es muy habitual en

lactantes.

1.Tecnologia de
microencapsulacion.

2. Protege a las cepas
microbidticas de la acidez
gastrica y les confiere una
resistencia superior a las de
las cepas no
microencapsuladas. Llegan
vivas en mayor numero al

intestino.

3.Formulado y patentado

sin alérgenos.
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Producto

Datos del producto

Ventajas declaradas
por el fabricante

Osmobiotic Immuno Senior

Osmobiotic
Defenséé ir;frm‘nyj‘r\'i‘iiarias l f\/I M U N O
s S L SENIOR ]

Tecnologia de microencapsulacidn '
3 probiticos + Vitamina D

N N ——— e e

Patentado sin alérgenos™

Referencia:

Laboratorios BOIRON. (2018). OSMOBIOTIC
IMMUNO SENIOR (probidtico). Espafia.
BOIRON. Recuperado de:

https://www.boiron.es/nuestros-
productos/complementos-
alimenticios/osmobiotic-immuno-senior-

probiotico

Patentado por:
Laboratorios BOIRON®

Cepas:
Bifidobacterium BLO3
(DSM16603)

Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BSO01 (LMG P-21384)
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis

BS05 (DSM P-23032).

longum

Presentacién y Contenido:
30 sobres de 1.6 g. Cada sobre
contiene:
1x10° UFC de B. longum.
1x10° UFC de B.Subsp. Lactis BS01
1x10° UFC de B.Subsp. Lactis BS05
1 pg de Vitamina D3

Indicaciones Terapéuticas:
Para adulto a partir de 60 afios, tomar 1
sobre al dia durante 30 dias.
Se recomienda que las personas con una
inmunodeficiencia grave o enfermedad
cronica.
Contribuye al funcionamiento normal del

sistema inmunitario.

1.Tecnologia de
microencapsulacion.

2. Protege a las cepas
microbiéticas de la acidez
gastrica y les confiere una
resistencia superior a las de
las cepas no
microencapsuladas. Llegan
vivas en mayor numero al

intestino.

3. Contiene 3 probiéticos +
Vitamina D que contribuye
al funcionamiento normal

del sistema inmune

3. Formulado y patentado

sin alérgenos.
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Producto Datos del Producto Ventajas declaradas
por el fabricante

Patentado por: 1. Asociacion Unica e
PROFLORA™ GUNA S.p.a innovadora de 6 cepas
Cepas: probiéticas exclusivas vy
Bifidobacterium lactis BSO1 selectas contenidas en

Lactobacillus acidophilus LA02 “microcépsulas
Lactobacillus paracasei LPCO00 gastroprotejidas” para una
Lactobacillus salivarius LS03 méxima actividad biologica
Lactobacillus rhamnosus LR06 probidtica, en conjunto con

Lactobacillus plantarum LP02 fibra prebidtica.

Presentacién y Contenido:
ROUQQ « | 30 sobres de 2.5 g. Cada sobre 2. Capacidad de
Pr0ﬂ6 ’ contiene: colonizacion probiética
: ra | 2x10° UFC de cada cepa. aumentada.

Referencia:

GUna. (2020). Proflora. Italia. Guna S.p.a.

Recuperado de:
https://guna.com/list/products/food-

supplements/proflora/

Fibra prebiética FOS

Indicaciones terapéuticas:
Promueve el balance de la microbiota
intestinal
Soporte nutricional en caso de
presentar: Disbiosis, desordenes gastro-
intestinales, intolerancia o reacciones
adversas a ciertos alimentos, timpanitis.
Ayuda a restablecer la flora intestinal en
caso de: Tratamiento con antibiéticos o
laxantes, diarrea, desérdenes
digestivos, sindrome de colon irritable,
infecciones urogenitales, alergias

respiratorias

3. Garantiza que contiene al
100% de las células vivas y
viables hasta antes de su

fecha de caducidad.

4, Estabilidad y
supervivencia controlada de
las cepas durante su
produccion, conservacion y
tiempo de comercializacion,
hasta el momento de su

consumo.

5. Libre de alergenos.
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Producto

Datos del Producto

Ventajas declaradas
por el fabricante

PROLACTIS® LT
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Referencia:
Saninforma. (2020). PROLACTIS LT. ltalia.
Saninforma. Recuperado de:

https://www.saninforma.it

Patentado por:

Perrigo (Omega Pharma)

Cepas:
Bifidobacterium breve BR03 (DSM
16604)
Lactobacillus rhamnosus LR04 (DSM
16605)

Presentacién y Contenido:
14 sobres. Cada sobre contiene:
1x10° UFC de cada cepa.
Fibra prebiética FOS

Indicaciones terapéuticas:
Adultos, tomar 1 a 2 sobres al dia por
ciclos mensuales repetibles.

Nifios mayores a 3 afos, tomar 1 sobre
al dia por al menos 14 dias.

Ayuda a promover o mantener el
equilibrio de la microbiota intestinal, en
todas aquellas circunstancias en las que
la composicion se encuentra alterada
(disbiosis) por diversos factores como:
Uso de antibidticos, virosis intestinal,
ingesta inadecuada y/o consumo del
estrés

alcohol, situaciones de

psicofisico.

1. Contiene probiéticos

microencapsulados  para

una  mayor  proteccion

gastrica, fortaleciendo su
efectividad y que garantiza
la maxima supervivencia de
los probiéticos durante el
transito gastrointestinal.
2. Gracias a esta
tecnologia, ademas, basta
con tomar la dosis de
probiéticos presente en un
sobre de PROLACTIS® LT
para tener la misma accion
que se obtiene con una
dosis cinco veces mayor
las

que mismas cepas

elaboradas de forma

tradicional.

3. Libre de alergenos
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Producto

Datos del Producto

Ventajas declaradas
por el fabricante

PROBINUL® 5 Neutro

NEUTRO

Integratore di fermenti lattici vivi microincapsulati
gastroprotetti, fibre prebiotiche, vitamine
<on edulcorante di origine naturale

ﬁ‘%g)nn\unA = \

PROBINUL 5

Utile per riequilibrare
laflorabattericaintestinale

Ny

@\

S

128USTEdaSg
Pesonema g (*

Referencia:

CADI GROUP. (2018). Probinul 5 Neutro. Italia.
CADI GROUP FARMACEUTI. Recuperado de:

https://cadigroup.eu/products

Duefio de patente:
CADI GROUP®

Cepas:
Bifidobacterium lactis BS01
Lactobacillus plantarum LP09
Lactobacillus rhamnosus LR0O6
Streptococcus thermophilus ST15
Lactobacillus acidophilus LA02
Bifidobacterium infantis B102
Bifidobacterium longum BLO3

Lactobacillus salivarius LS03

Presentacién y Contenido:
12 sobres de 5 g. Cada sobre contiene:
1x10° UFC de cada cepa
Vitamina C y vitamina E.

Indicaciones terapéuticas:
En adultos, tomar 1 sobre al dia.
Para nifios menores de 8 afios, se
recomienda reducir la dosis a la mitad.
Ayuda a reequilibrar la flora intestinal en
situaciones como:
Constipacién crénica
Durante y después de tratamiento con
antibioticos.
Diarrea de varios origenes o provocada
por quimioterapia o radioterapia.
Sindrome del intestino irritable
Apoya una alimentacion correcta en caso
metabdlicas

de alteraciones como

diabetes, obesidad, celiaquia,

malabsorcion.

1. La microencapsulacion
de los probidticos garantiza
una efectividad 5 veces
mayor a la de la misma
cantidad de probidticos
cuando no son

microencapsulados.

2. Lavitamina C y E brindan

una excelente accion
antioxidante y contribuyen a
estimular el sistema

inmune.

3. Libre de alergenos
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6.4 Conclusiones

Con base en la informacion desarrollada en el presente trabajo monografico de

actualizacion y en los objetivos planteados:

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del huésped. La
mayor parte de los probidticos empleados pertenecen a los géneros de
bacterias Lactobacillus y Bifidobacterium. Todos los probioticos deben de
cumplir con criterios que permitan su adecuada identificacién a nivel de
género, especie y cepa, asi como contar con la evidencia necesaria para

demostrar su seguridad y eficacia.

La microcdpsulas son sistemas de tipo reservorio, constituidas por un nucleo
interno que contiene el compuesto activo y una membrana de revestimiento
que generalmente es de naturaleza polimérica. Las técnicas de
microencapsulacion se clasifican con base en los métodos que se utilizan
para formar las microcapsulas, que pueden ser mediante métodos fisicos o
quimicos. Este sistema es aprovechado principalmente por la industria

alimenticia, farmaceéutica, cosmeética y textil.

El método de microencapsulacion ha demostrado ser uno de los mas
eficientes para conservar la viabilidad de los probidticos en las condiciones
del tracto digestivo, en comparacion de los probiéticos que se administran de
forma libre. La mayor parte de los materiales utilizados para la encapsulacion

de probidticos son polisacéaridos, como alginato o chitosan, y proteinas como

65



caseina y proteina de suero de leche aislada. Las técnicas mas utilizadas
para microencapsular probioticos son: Extrusion, coacervacion, secado por

aspersion y emulsificacion.

Las pruebas de calidad son indispensables para asegurar la eficacia,
seguridad y estabilidad del producto. Con ellas se evalGan: propiedades
fisicas mediante un analisis granulométrico y morfolégico y propiedades
fisicoquimicas, destacando el potencial zeta. Uno de los aspectos a evaluar
mas importantes para un producto probidtico es la conservacion de la
viabilidad celular, utilizando tanto modelos in vitro como in vivo, siendo este
altimo el que mejor replica las condiciones reales a las que seran expuestas

las microcapsulas.

Se espera que el mercado de la microencapsulacion crezca mucho en los
proximos afios, debido principalmente a las nuevas aplicaciones que se le
dan en la industria alimenticia y farmacéutica. La microencapsulacion ya
figura dentro de los principales sistemas de liberacion declarados por los
fabricantes de suplementos alimenticios a nivel global, sin embargo, esto
apenas representan aproximadamente un 1% de los principales suplemento
gue contienen probioticos, de acuerdo con el estudio de mercado realizado

por Lumina Intelligence en el afio 2018.
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