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Resumen:

El objetivo de este trabajo fue
estudiar el efecto de la mi-
croencapsulacén del probioti-
co Lactobacillus casei ATCC334
mediante secado por aspersion
en una matriz polimérica for-
mada por una mezcla de almi-
don alto en amilosa fosfatado
y concentrado de proteina de
suero (CPS), en la sobrevivencia
del probidtico adicionado a una
crema acida reducida en grasa a
lo largo de su almacenamiento
en el alimento en su forma en-
capsuladay forma libre durante
28 dias a 4°C y la sobrevivencia
del microorganismo en condi-
ciones gastrointestinales simu-
ladas después del almacena-
miento (TGI). La viabilidad de
L. casei fue determinada en agar
MRS adicionado con vancomici-
na. La crema elaborada se divi-
di6 en 3 tratamientos: control
(sin probiético), células de L.
casei libres y células encapsula-
das. Las células mostraron una
alta tasa de sobrevivencia du-
rante el proceso de microencap-
sulacién registrando pérdidas

de 0.2 a 0.4 ciclos logaritmicos.
Los conteos tanto de células mi-
croencapsuladas como libres no
mostraron diferencia estadisti-
ca significativa entre el inicio y
término del periodo de almace-
namiento a 4°C. Las células de
ambos tratamientos mostraron
una alta tasa de sobrevivencia
durante su exposicién al jugo
gastrico artificial (pH 2.0), pero
disminuyeron  drasticamente
su viabilidad al ser expuestas a
condiciones intestinales simu-
ladas (pH 8.0). Las células li-
bres mostraron un mayor efec-
to adverso durante las 4 horas
de exposicidn al jugo intestinal.
La reduccién de la viabilidad
del probidtico durante el ensa-
yo de TGI fue de 3.28 y 2.4 ciclos
logaritmicos en células libres y
encapsuladas respectivamente,
observandose el efecto protec-
tor de la microencapsulacién,
siendo estadisticamente dife-
rentes.
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Abstract:

The aim of this work was to study the effect of
microencapsulation of probiotic Lactobacillus
casei ATCC334 by means of spray drying within
a polymeric matrix containing phosphorylated
high amylose maize starch and whey protein con-
centrate (WPC), on survival of probiotic added to
a low fat sour cream compared with survival of
free cells during storage during 28 days at 4°C
and during exposition to simulated gastrointes-
tinal conditions after storage (GIT). Viability of
L. casei was determined using MRS agar added
with vancomycin. The manufactured sour cream
was divided into three sets. One set was used as
a control (without probiotic), the second one was
added with free probiotic cells and the last one
was added with microencapsulated cells. The
cells showed a high rate of survival during mi-
croencapsulation with a decrease of 0.2 to 0.4 lo-
garithmic cycles. Cell counts of free and microen-
capsulated cells, showed no statistical differences
between initial and final counts during the stora-
ge period at 4°C. Cells of both treatments showed
high survival rates during exposure to artificial
gastric juice (pH 2.0), but they were affected by
change of pH when they were exposed to intesti-
nal simulated juice (pH 8.0) resulting in a drastic
decrease of cell population, being free cells the
most affected during exposure to artificial intes-
tinal juice for 4 hours. Cell counts decreased 3.23
and 2.4 logarithmic cycles during GTI for free
and microencapsulated probiotic respectively,
showing the protective effect of microencapsula-
tion, being statistically different.

Key words:

Probiotics, Lactobacillus casei, microencapsula-
tion, spray drying

I. Introduccion

La incorporacién de bacterias de origen intesti-
nal en la dieta humana corresponde a los efec-
tos benéficos que estas bacterias confieren al
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metabolismo intestinal, lo cual ha dado lugar a
la aparicién de una nueva generacién de alimen-
tos catalogados como funcionales. Los alimentos
funcionales pueden ser definidos como aquellos
que pueden proveer un beneficio a la salud mas
alla del provisto por los nutrientes tradiciona-
les que éstos contienen. Tales alimentos pueden
contener uno o una combinacién de componen-
tes que tienen efectos celulares o fisiolégicos
deseables en el cuerpo. En los ultimos afos los
alimentos funcionales han tenido una creciente
demanda. La FAO (Organizaciéon de Alimentos
y Agronomia de las Naciones Unidas) y la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) recomiendan
la descripcion de probidticos como “microorga-
nismos vivos que cuando son administrados en
cantidad adecuada, confieren beneficios en la sa-
lud del huésped” (Ross y col. 2005). La eficiencia
de las bacterias probidticas depende de la canti-
dad y de la viabilidad que estos microorganismos
mantengan durante el almacenamiento, vida de
anaquel del producto al que se adicionan y su so-
brevivencia en el tracto intestinal. (Kailasapathy
y Chin, 2000: 80).

Se ha sugerido que los alimentos probiéti-
cos deben contener al menos 10° microorganis-
mos vivos por g o mL de producto al momento
del consumo para producir beneficios terapéu-
ticos (Shah, 2000: 894). Durante el procesado y
almacenamiento de los alimentos, las bacterias
probidticas son expuestas a diferentes factores
como estrés oxidativo, temperatura, cambios de
acidez y temperatura entre otros que compro-
meten su viabilidad. La viabilidad de los pro-
bidticos disminuye rapidamente en productos
lacteos fermentados almacenados a tempera-
turas superiores a la de refrigeraciéon. Ademas,
durante su paso por el tracto gastrointestinal, los
probiodticos son adversamente afectados por la
accién de enzimas como pepsina y bajos pH en
el estdbmago, asi como al antagonismo asociado
con la actividad antimicobiana de las sales bilia-
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res y enzimas poteoliticas predominantes en el
intestino (Tripathi y Giri, 2014: 227) (El-Salam y
El-Shibiny, 2015: 394).

El yogurt y productos relacionados han sido
utilizados como el vehiculo mas popular para la
incorporacion de organismos probiéticos (Sulta-
na y col, 2000). Muchos estudios han mostrado
una pobre viabilidad de probidticos en yogurt y
leches fermentadas. Shah y Lankputhra (1997:
349) reportaron también una baja sobrevivencia
de probioticos en postres de leche congelados.
Se han llevado a cabo varias acciones para me-
jorar la tasa de sobrevivencia de microorganis-
mos probidticos durante el almacenamiento de
los cultivos iniciadores deshidratados y en ali-
mentos, tales como la adicién de promotores del
crecimiento, manipulacién de las condiciones de
fermentacion y almacenamiento de los produc-
tos probidticos, asi como la seleccién cuidadosa
de cultivos interrelacionados y resistentes al aci-
do y sales biliares (Shah y col., 2000). La estabi-
lizacién de probiodticos por acarreadores puede
incrementar la sobrevivencia de estos microorga-
nismos en productos probidticos durante el pro-
cesamiento del alimento y transito por el tracto
gastrointestinal (Goderska y col.,, 2003). Desde
el punto de vista microbiolégico la microencap-
sulacién se define como el proceso de atrapar y
rodear células de microorganismos, cubriéndo-
las con los materiales apropiados con el fin de
segregar las células del ambiente que las rodea
para reducir el dafio o pérdida de la viabilidad
celular, de forma que resulte en la liberacion de
las células en el medio intestinal en el mejor esta-
do fisiolégico posible (Sultana y col., 2000) (Kra-
saekoopt y col,, 2003). Entre los materiales mas
utilizados para la encapsulaciéon de probioticos
se encuentran polisacaridos (tal como alginato,
carragenina gomas de xantana y gelana, pectina
y quitosano), proteinas (de leche, de soya, zeina y
gelatina) y lipidos (Serna-Cock y Vallejo Castillo,
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2013: 4743) ( El-Salam y EI-Shibiny, 2015: 396).
La eleccién del material encapsulante es el ma-
yor elemento de éxito en la microencapsulacion
de probidticos y su uso en alimentos funciona-
les. Para la incorporacién de bacterias probidti-
cas inmovilizadas en productos alimenticios son
deseables preparaciones secas de microcapsulas
insolubles en agua con tamafo de particula bajo
(<100pm) y controlado. Los cultivos con estas
caracteristicas tienen mayor estabilidad y su
manejo y almacenamiento es mas facil, ademas
de tener bajo impacto sobre las caracteristicas
sensoriales del producto, especialmente la tex-
tura (Picot y Lacroix, 2003b: 2693). La dificultad
técnica y el alto costo del proceso son factores
limitantes importantes para la aplicacién a gran
escala de las tecnologias de microencapsulacidn,
particularmente de grado alimenticio. Se han re-
portado varios métodos para la encapsulacién de
bacterias probiéticas, como son: emulsidn, extru-
sion, coacervacion y secado por aspersion.

El secado por aspersion, es el método mas uti-
lizado para la microencapsulacion en la industria
de los alimentos, es econdmico y flexible, y pro-
duce productos de buena calidad. Este proceso
puede ser operado en una base continua, es de
facil escalamiento y de bajo costo. (Mortazaviany
col, 2007). El secado por aspersién es un método
en el que una suspension acuosa conteniendo el
material activo sensible y el material de cober-
tura son atomizados en una corriente de aire ca-
liente. La producciéon de microcdpsulas con un
reducido tamafio de particula y distribucién ho-
mogénea puede ser considerada una ventaja del
método de secado por aspersion para microen-
capsulacidn de bacterias en comparacién con los
métodos de extrusion o emulsion, sin embargo,
la principal desventaja de la técnica de secado es
la pérdida de viabilidad durante el proceso debi-
do a la deshidratacién e inactivacion térmica de
las células (Ivanovskay col.,, 2012).
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El objetivo de este trabajo fue estudiar el efec-
to de la microencapsulaciéon de microorganismos
probidticos (Lactobacillus casei ATCC334) me-
diante secado por aspersién en matrices polimé-
ricas, formadas por una mezcla de almidén alto
en amilosa fosfatado y concentrado de proteina
de suero (CPS), y el comportamiento del probio-
tico incorporado en crema acida reducida en gra-
saalolargo de sualmacenamiento en el alimento
en su forma encapsulada y su forma libre durante
28 dias a 4°C y durante su exposicion a condicio-
nes gastrointestinales simuladas.

11. Metodologia

Materiales

El almidén alto en amilosa fue adquirido de
Cargill, U.S.A. El concentrado de proteina de sue-
ro (80%) fue provisto por IMSA, S.A. de C.V. de
México.

Activacion de la cepa y conteo
de microorganismos

Un cultivo liofilizado de Lactobacillus casei
ATCC334 se activd mediante una transferencia
en 3 mL de caldo MRS bajo condiciones de anae-
robiosis a 37°C por 24 h. El conteo de células se
realiz6 por medio del método de siembra de ex-
tension por superficie en agar MRS (BD Difco). Se
llevaron a cabo diluciones decimales de las mues-
tras en una solucién de peptona al 1%. Las cajas
sembradas se incubaron a 37°C durante 48 h en
jarras anaerdbicas utilizando sobres generado-
res de dioxido de carbono (BD GasPak*EZ Anae-
robe Container System, USA). Para el conteo de
células de L. casei adicionadas en crema, el agar
MRS fue adicionado de 5 mg/L de vancomicina
(MRS-v), después de la esterilizacion del medio a
temperatura de 40°C.
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Preparacion de la cepa para su
microencapsulacion

La cepa probiotica activada fue inoculada en 100
mL de caldo MRS e incubada a 37°C durante 18 h
para obtener aproximadamente 10° UFC/mL en
fase logaritmica tardia. Las bacterias se recupe-
raron del medio mediante centrifugacién a 6000
rpm por 3 min y se lavaron dos veces en solucion
salina estéril al 0.085%.

Microencapsulacion de células de
Lactobacillus casei

Se prepararon suspensiones acuosas de los ma-
teriales encapsulantes, compuestas de 20% de
concentrado de proteina de suero (CPS) y 80%
de almiddn alto en amilosa fosfatado por método
convencional de acuerdo alo reportado por Limy
Seib (1993: 137), con un grado de sustitucién de
0.02, para la muestra en estudio (B0AAM20CPS)
y 100% de CPS para la muestra control para el
ensayo de TGI (contenido de sélidos de 8%). Las
soluciones se homogenizaron durante 5 min en
un homogeneizador a velocidad media; el pH fue
ajustado a 7.0 con una soluciéon de NaOH al 5%.
Las suspensiones fueron calentadas a bafio Maria
(Termobafio Felisa) durante 10 min a 80°C. En
cada suspension del material matriz se dispersa-
ron aproximadamente 10° UFC/mL de células del
probidtico. Antes de la microencapsulacién por
secado por aspersion se tomaron muestras de
1 mL de suspensiéon para determinar la concen-
traciéon de bacterias antes del proceso de secado.
La microencapsulacién se llevé a cabo en un se-
cador por aspersion de laboratorio marca Biichi,
Modelo B-290. Las condiciones de operacién del
secador fueron las siguientes: temperatura de
aire de entrada 160°C, capacidad de bomba de
alimentaciéon 50% y capacidad de bomba de aspi-
racion 95%. La temperatura del aire de salida os-
cilo entre 56 + 2°C. Las capsulas se recuperaron
del vaso colector del producto del secador con
una espatula estéril y se almacenaron en frascos
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de vidrio estériles cerrados herméticamente y en
refrigeracion a 4°C para estudios posteriores.

Determinacion de la viabilidad de Lacto-
bacillus casei después del proceso de se-
cado por aspersion.

Se suspendieron por triplicado 0.5 g de capsulas
en tubos con 4.5 mL de diluyente de peptona al
0.1%. Las suspensiones fueron homogeneizadas
en un vortex (Thermolyne, tipo 37600 Mixer,
USA) a velocidad maxima durante 1 min. Dilucio-
nes adecuadas de las muestras fueron sembradas
en agar MRS-v e incubadas con las condiciones
descritas en conteo de microorganismos.

Caracterizacion fisicoquimica de las cap-
sulas obtenidas por secado por aspersion
El contenido de humedad de las microcapsulas se
determind gravimétricamente mediante secado
en estufa con circulacion forzada a 105°C durante
24 h (método AA-15 A de la AACC de acuerdo a lo
reportado por Behboudi-Jobbehdary col. (2013).

Las microcapsulas fueron observadas con
un microscopio electrénico de barrido Jeol J]SM-
6390LV, a bajo vacio, 10 kV y 16 kV y magnifica-
ciones desde 1,000 hasta 6,500x. Las muestras
fueron adheridas sobre cinta de grafito.

Formulacién y evaluacién de crema acida
reducida en grasa

Se formul6 una crema con un contenido de
grasa de 15% partiendo de leche y crema ente-
ra de vaca. Los sélidos totales fueron ajustados
a 27% mediante la adicién de leche en polvo
descremada. Se utilizaron algunos aditivos para
obtener una consistencia similar a una crema
comercial reducida en grasa con un pH de 4.5
de acuerdo a las cantidades permitidas por la
norma oficial mexicana (NOM-185-SSA1-2002),
tales como goma guar, monoglicéridos, fosfato

DIGITAL CIENCIA@UAQRO

monocalcico, acido citrico y acido ascorbico en
proporciones de 0.75,0.5,0.3,0.3y 0.05gr/100 g
de crema. La crema preparada fue homogeneiza-
da a 65°C en un homogeneizador de una valvula
(Petribiasi, Italia) y pasteurizada a 80°C durante
30 segundos en bafio Maria. De la crema total ob-
tenida se separaron tres lotes que representaron
los siguientes tratamientos: muestra control (sin
células), muestra adicionada de células libres y
muestra adicionada de células microencapsula-
das de Lactobacillus casei.

Evaluacion de la sobrevivencia de Lacto-
bacillus casei en muestras de crema alma-
cenadas a 4°C.

Las muestras de crema de los tres tratamientos
fueron almacenadas en frascos de vidrio estériles
de 125 mL con tapa de aluminio, herméticamen-
te cerrados a una temperatura de refrigeracion
de 4°C. Se determin¢ la viabilidad de las células
de las muestras con células libres y encapsuladas
cada semana durante 28 dias.

Tolerancia a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal

Se evalué in vitro las sobrevivencias de las células
encapsuladas y en su forma libre adicionadas a la
crema reducida en grasa, en condiciones simula-
das del tracto gastrointestinal, de acuerdo alo re-
portado por Charteris y col. (1998) con algunas
modificaciones. Para la exposicién de las mues-
tras a condiciones gastricas simuladas se adicio-
naron 10 mL de saliva artificial y 80 mL de jugo
gastrico simulado a 10 g de la muestra de crema
con probidticos, se homogenizaron las muestras
manualmente por 1 minuto y fueron colocadas a
37°C durante 2 h. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 6000 rpm por 5 minutos 'y
las células fueron resuspendidas en jugo intesti-
nal artificial e incubadas a 37°C durante 4 horas.

DIGITAL CIENCIA@UAQRO I 5
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Diseiio y analisis estadistico de datos ex-
perimentales

Para el experimento de secado por aspersion y
evaluacion del material encapsulante, se utilizé
un disefio de un factor con dos niveles. Para el
experimento de sobrevivencia a condiciones si-
muladas del tracto gastrointestinal del microor-
ganismo, se utilizé un disefno unifactorial con dos
niveles (células libres y capsulas) con medicio-
nes repetidas durante el tiempo de almacena-
miento. Para su aplicacién las muestras fueron
aleatorizadas. Se analizaron los datos mediante
un andlisis de varianza, comparando las medias
utilizando la prueba de Tukey con el programa
JMP version 5.0.1.

11l. Resultados y Discusion
Microencapsulacion mediante secado por
aspersion de células viables de Lactobaci-
llus casei ATCC 334

La viabilidad de la bacteria una vez finalizado el
proceso de microencapsulacion fue ligeramente
mayor utilizando el CPS como matriz encapsulan-
te comparado con el B0AAM20CPS, registrando-
se pérdidas en la viabilidad de 0.20 y 0.48 ciclos
logaritmicos con cada material respectivamente,
aunque estas diferencias no fueron estadistica-
mente significativas.

Los resultados obtenidos muestran una ma-
yor sobrevivencia a los reportados por Ivanoska
y col. (2012), quienes observaron una pérdida de
viabilidad de células de L. casei de 1.2 ciclos loga-
ritmicos por gramo cuando utilizaron la técnica
de secado por aspersion con alginato de sodio y
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fructooligosacaridos como materiales encapsu-
lantes.

La temperatura de salida del aire del secador
en este estudio fue de 56 +/- 2°C. Ananta y col.
(2005) reportaron que la tasa de sobrevivencia
de Lactobacillus rhamnosus después de su mi-
croencapsulacién mediante secado por asper-
sién fue inversamente proporcional a la tempera-
tura del aire de salida. Las temperaturas de salida
registradas en este estudio favorecieron una alta
sobrevivencia de L. casei, aunque bajas tempe-
raturas del aire de salida resultaron en mayores
contenidos de humedad en los productos del se-
cado. Los polvos obtenidos con ambos materiales
encapsulantes exhibieron un contenido de hu-
medad de 7%, lo que dificulté su incorporacion y
dispersién en la crema, por lo que se tuvo que re-
currir al uso de un homogeneizador. Anantay col.
(2005) reportaron que valores de humedad en el
polvo obtenido mediante secado por aspersion,
menores a 5% y un rango de actividad de agua
de 0.15 a 0.3 es recomendable para evitar proble-
mas de aglomeracién durante el transporte y al-
macenamiento del polvo. En la Figura 1 se mues-
tran las microfotografias de las microcapsulas de
80AAM20CPS a diferentes magnificaciones. En la
Figura 2 se muestras las microfotografias de las
microcapsulas de CPS. Algunas de las capsulas
observadas mostraron superficie esférica y lisay
otras capsulas presentaron indentaciones o con-
cavidades por efecto del secado debido a la alta
velocidad de difusion de las moléculas de agua
hacia el exterior. El tamafio promedio de particu-
las observadas fue de 7-10 micrémetros.
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Figura 1. Micrografia de microcapsulas de L.casei encapsulado en 80AAM20CPS a
una magnificacion de (a) 1000x y (b) 6500x.

Figura 2. Microfotografia de microcapsulas de L .casei encapsulado
en concentrado de proteina de suero a una magnificacion de 1000x
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Evaluacion de la sobrevivencia de Lac- teriormente fueron ajustados para la obtencién
tobacillus casei encapsulado en 80AA- de una crema similar a un control comercial. Se
M20CPS y en su forma libre en crema du- Prepararon tres lotes con la finalidad de monito-

rante un periodo de almacenamiento de 4 €ar el cambio de pH de la crema sin la adicién de
semanas a 4°C probiéticos y adicionando de células del probié-

. . ., tico libres y microencapsuladas. En la Grafica 1
La crema acida reducida en grasa se caracterizé :
L o . . se muestran los resultados de los cambios de pH
obteniéndose los siguientes valores: porcentaje 4 te ol de al iento de los ¢
de grasa de 14%, sélidos totales 26.71%, hume- urante el tiempo de aimacenamiento de fos tres

dad 73.28% y pH de 4.48. Los valores citados an- tratamientos en refrigeracion.

4.800
4.600

4.400 -~
W
4.200 “\
4.000
L 3 800 \ —e—Control
' \/‘\. —=—Células libres
3.600 A

v T— —4—Capsulas

.

\

3.400
3.200

3000 T T T T 1
0 7 14 21 28

Tiempo (dias)

Grafica 1. Valores de pH de muestras de crema acida reducida en grasa, control
(sin adicion de células), células de L. casei libres y encapsuladas en 80AAM20CPS
almacenadas durante 28 dias a 4°C
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Para el control, el valor de pH ajustado des-
pués de la pasteurizacion de la crema se mantuvo
practicamente sin cambios (cercano a 4.5). En los
tratamientos adicionados de células el valor de pH
descendid drasticamente a los 7 dias de almacena-
miento a valores cercanos a 3.5 y se mantuvo en
equilibrio a partir de entonces sin cambios signi-
ficativos hasta el final de este periodo. De acuerdo
a lo reportado por Vergara (2007), los probidticos
producen numerosas sustancias microbianas espe-
cificas, como peréxido de hidrégeno y acido lactico.
Champagne y col. (2005) reportaron que especi-
ficamente L. casei es mas acido tolerante que otras
especies y que la capacidad de acidificaciéon puede
continuar durante el almacenamiento en frio, un fe-
nomeno llamado “sobre-acidificacién” con la resul-
tante disminucién del pH del medio.

Fahimdanesh y col. (2012) evaluaron el cambio
de pH en mayonesa durante el almacenamiento a
4°C por 30 dias y reportaron que en este alimento el
valor de pH no fue afectado significativamente por
la adicion de células de L. casei, pues tanto para célu-
las libres como encapsuladas, la disminucién de pH
de 4.10 a 4.02 fue similar al control.

piGITAL CIENCIA@UAQRoO

La resistencia a pH extremos es intrinseca de
cada especie de bacterias. Kailasapathy y Mason-
dole (2005:252) reportaron pérdidas significa-
tivas en la sobrevivencia de L. acidophilus en su
forma libre y encapsulada en yogurt; dicha dis-
minucién en la viabilidad se atribuy6 al bajo va-
lor de pH (< 4.5) y a la post-acidificacion. Vergara
(2007) reporto la sobrevivencia de una cepa de
L. casei en jugo de pera durante 23 dias de alma-
cenamiento, observando una disminucién en la
poblacién de casi un ciclo logaritmico al final del
periodo, atribuible a un incremento en la acidez
de la muestra (diferencia de 0.4 unidades de pH
al inicio y final del almacenamiento). Los resul-
tados de este trabajo mostraron que los cambios
de pH no tuvieron un efecto significativo en la
viabilidad de L. casei en crema tanto de células
libres como encapsuladas durante el periodo de
almacenamiento.

En la Grafica 2 se muestran los resultados de
la viabilidad del probiético a lo largo del periodo
de almacenamiento.
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Grafica 2. Viabilidad L. casei microencapsulado en 80AAM20CPS y sin encapsular en crema
acida reducida en grasa durante su almacenamiento a 4°C por 28 dias.

DIGITAL CIENCIA@UAQRO I 9



™

.
r 4

EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DEL PROBIOTICO LACTOBACILLUS CASEI ATCC334 EN FORMA LIBRE Y

8 MICROENCAPSULADO ADICIONADO A UNA CREMA ACIDA BAJA EN GRASA DURANTESU ALMACENAMIENTO EN

|

MURUA, B. Y COL.

Las células libres mostraron un incremento
de la poblacidn de casi un ciclo logaritmico a los
14 dias de almacenamiento, mientras que para
las células encapsuladas la poblaciéon se mantu-
vo mas constante. Al final del periodo de alma-
cenamiento, la poblacioén inicial y final en ambos
tratamientos no mostro diferencias estadisticas
significativas. Después de 4 semanas de almace-
namiento, los conteos de células de L. casei para
células libres mostraron un ligero incremento de
0.21 ciclos logaritmicos, mientras que las células
microencapsuladas se mantuvieron constantes,
por lo que se concluyé que la matriz de crema
acida fue favorable para mantener la viabilidad
de las células de L. casei.

Champagne y col. (2005) reportaron que la
estabilidad de los probioticos durante el almace-
namiento no se ve sustancialmente afectada por
el contenido de grasa, pero el pH y oxigeno tie-
nen efectos significativos en la sobrevivencia de
las bacterias. Hay evidencia que el beneficio de
la microencapsulacion en la estabilidad se debe
mas a la proteccion contra el oxigeno, que del aci-
do en el ambiente.

Debido al fenémeno de sobre-acidificacion
que puede presentarse debido a la adicion de L.
casei ATCC334, parala formulacién de un produc-
to como la crema 4cida deberd tomarse en cuenta
la disminucion del pH debido al metabolismo del
probiotico, reduciendo las cantidades de acidos
organicos adicionados para obtener un producto
de buena calidad sensorial.

Evaluacion de la tasa de sobrevivencia del
probidtico, después del tiempo de alma-
cenamiento, durante su exposicion a con-
diciones simuladas del tracto gastrointes-
tinal

El uso de mezclas de CPS con otros materiales
como agentes encapsulantes de probidticos esta

10 | picITAL CIENCIA@UAQRO
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reportado por Huq y col. (2013). El uso de almi-
don fosfatado representa una opcién de material
encapsulante que resulta en un menor costo y
provee de una matriz insoluble en agua. En es-
tudios anteriores del grupo de investigacion se
evaluaron diferentes proporciones de ambos ma-
teriales para efectos de microencapsulacién en
los que se concluyé que con pequeias cantidades
de CPS se pueden obtener resultados cercanos a
los obtenidos con matrices de CPS.

Al exponer las muestras de crema &cida re-
ducida en grasa almacenadas por 39 dias, con L.
casei encapsulado en 80AAM20CPS y en su forma
libre a condiciones simuladas gastricas (pH 2)
no se observaron diferencias significativas en la
viabilidad de las bacterias encapsuladas o libres
después de 2 horas de exposiciéon (Grafica 3).
Inicialmente se considerd llevar a cabo el ensayo
de TGI a las dos semanas de almacenamiento en
funcion de que la crema es un producto fresco.
Se hicieron los ensayos con un control de célu-
las encapsuladas en CPS, células libres y células
encapsuladas con 80AAM20CPS. Debido a que
el ultimo tratamiento mencionado fue mas sen-
sible a las condiciones intestinales, las diluciones
utilizadas para el conteo celular no permitieron
validar el ensayo para esta muestra (objeto de
este estudio), por lo que éste se repiti6 al final
del periodo de almacenamiento.
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Grafica 3. Viabilidad de L. casei encapsulado en 80AAM20CPS y sin encapsular, adicionado a
una crema acida reducida en grasa (39 dias de amacenamiento a 4°C) durante su
exposicion a condiciones gastricas e intestinales simuladas. A las dos horas se llevd a cabo el
cambio de jugo gastrico a jugo intestinal

Kim y col. (2008) evaluaron la sobrevivencia
de Lactobacillus acidophilus cuando este pro-
bidtico microencapsulado con alginato de sodio
mediante el método de goteo fue expuesto a con-
diciones gastricas simuladas y reportaron que la
poblacidon de células libres fue destruida después
de 3 horas de exposicion (pH 1.2 y 1.5), mientras
que las células encapsuladas mostraron una pér-
dida de viabilidad de 3 ciclos logaritmicos man-
teniendo una viabilidad de 4 ciclos logaritmicos.

En este estudio, se observo que L. casei fue to-
lerante a las condiciones acidas del ensayo gas-
trico (pH 2), aunque como resultado del cambio
de pH del ensayo intestinal (pH 8), para ambos
tratamientos, se observo una disminucidén drasti-
ca de la poblacidn de L. casei de aproximadamen-
te 2 ciclos logaritmicos. Una vez registrada esta
pérdida inicial de viabilidad durante el ensayo
intestinal, las células microencapsuladas no mos-
traron una variacidn significativa en la poblacion
durante el tiempo restante del ensayo (4 horas
de permanencia en jugo intestinal), en contrapo-
sicion con las células libres, las cuales mostraron

una tendencia marcada de disminucién de la po-
blacién hasta el final del ensayo intestinal. Los
conteos obtenidos en este estudio para L. casei
encapsulado en 80AAM20CPS y en su forma li-
bre durante el ensayo completo de exposiciéon a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal
mostraron una pérdida en la viabilidad de 2.4 y
3.2 ciclos logaritmicos respectivamente.

La sobrevivencia de las células de L. casei mi-
croencapuladas en CPS fue mayor que la registra-
da con 80AAM20CPS, aunque cabe resaltar que
el ensayo con las capsulas con CPS se realiz6 a los
17 dias de almacenamiento, por lo que el efecto
protector durante el ensayo de condiciones si-
muladas del tracto gastrointestinal observado
de ambos materiales pudo estar influenciado o
afectado por el tiempo de almacenamiento y a
condiciones fisiolégicas diferentes de las células.
Los conteos de células microencapsuladas con
CPS mostraron una pérdida de la viabilidad de
0.83 ciclos logaritmicos, mientras que las células
libres registraron una disminucion de 2.5 ciclos
logaritmicos (Grafica 4).
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Grafica 4. Viabilidad de L. casei encapsulado en CPS y sin encapsular
(17 dias de almacenamiento a 4°C), adicionado a una crema acida
reducida en grasa durante su exposicion a condiciones gastricas e
intestinales simuladas. A las dos horas se llevé a cabo el cambio de

jugo gastrico a jugo intestinal.

Se observaron diferencias estadisticas signifi-
cativas entre las células encapsuladas con ambos
materiales, CPS y la mezcla de CPS con almidon
fosfatado con respecto a las células libres duran-
te el periodo de ensayo intestinal indicadas con
diferentes letras en los puntos de las graficas (2
y 3) de 2 a 6 horas. El efecto adverso del cambio
de pH gastrico a intestinal fue menos pronuncia-
do en las células microencapsuladas con CPS. Si
bien el CPS confirié mayor proteccion a las célu-
las, debe considerarse llevar a cabo el ensayo de
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal
con muestras de crema con células encapsuladas
con ambos materiales con el mismo tiempo de
almacenamiento. En las condiciones analizadas
en este estudio ambos materiales confirieron un
efecto protector del probioético asegurando un

12 | DpiGITAL CIENCIA@UAQRO

numero suficiente de células para considerar al
vehiculo alimentario como un alimento probio-
tico.

La pérdida de viabilidad de probioticos de-
bida a cambios de pH del ambiente gastrico al
intestinal ha sido reportado por varios autores.
Sultana y col. (2000) reportaron una pérdida en
la viabilidad de L. casei durante su exposicion a
sales biliares (1-2%, pH 4.5) después de 2 horas,
de 2 ciclos logaritmicos. Blazenka y col. (2000)
reportaron una pérdida de viabilidad de células
de L. acidophilus de aproximadamente 3 ciclos lo-
garitmicos registradas durante la exposicion de
las células de jugo gastrico a intestinal (perma-
nencia en jugo intestinal simulado de 4 horas).
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Es posible utilizar sistemas multiples de en-
capsulacion con el uso de otros materiales en-
capsulantes que permitan mantener una mayor
viabilidad de las células durante los cambios de
pH gastrico e intestinal. Ivanoska y col. (2012)
reportaron el uso de alginato para la microen-
capsulacion de L. casei por secado por aspersion,
en combinacién con quitosano que fue utilizado
como un agente de recubrimiento, el cual formé
un complejo polielectrolitico con cloruro de cal-
cio, ofreciendo mayor proteccién a las células
viables probioticas contra la alta acidez y efectos
antimicrobianos de las sales biliares.

De acuerdo a Champagne y col. (2005), tam-
bién la matriz del alimento vehiculo tiene in-
fluencia en la sobrevivencia de los probiéticos,
por ejemplo, los quesos parecen permitir una
mayor eficiencia en la entrega de bacterias via-
bles en el intestino que un yogurt, pero una ma-
yonesa puede disminuir la viabilidad celular por
la actividad bactericida del 4cido acético que con-
tiene (Fahimdanesh y col.,, 2012). La crema posee
una consistencia densa que puede conferir una
mayor proteccién que el yogurt, pero no de la
magnitud como la de un queso. Kailasapathy y
Masandole (2005:252) reportaron que una ma-
triz densa puede no permitir el libre intercambio
de nutrientes y metabolitos dentro y fuera de las
capsulas. La matriz densa de crema reducida en
grasa utilizada como vehiculo del probiético L.
casei permitié el crecimiento del microorganis-
mo libre durante el tiempo de almacenamiento,
mientras que las células microencapsuladas pu-
dieron verse mas limitadas en el intercambio de
nutrientes no aumentando en nimero durante el
periodo de almacenamiento, pero al final de éste
ambos tratamientos no mostraron diferencia sig-
nificativa en el nimero de células.

IV. Conclusiones

El proceso de secado por aspersion resultd ser
un buen método de microencapsulacion del pro-
biotico L. casei ATCC 334. El microorganismo

piGITAL CIENCIA@UAQRoO

mostré buena tolerancia a las condiciones de
secado registrando una alta tasa de sobreviven-
cia. La crema acida reducida en grasa formulada
fue un buen vehiculo para la incorporaciéon de
L. casei encapsulado y en su forma libre. El pro-
bidtico no se vié afectado durante el tiempo de
almacenamiento por 28 dias a 4°C en el alimento
y etapa del ensayo gastrico simulado. El cambio
de pH entre jugo gastrico e intestinal afect6 ma-
yormente a la cepa exhibiendo una reduccion en
la viabilidad similar tanto en su forma libre como
encapsulada, pero al final de 4 horas de ensayo
intestinal, se registr6é una diferencia estadistica
significativa entre los dos tratamientos, siendo
mayor la sobrevivencia de las células encapsu-
ladas. El material encapsulante probado en este
estudio (B0AAM20CPS) confiri6 proteccién a las
células durante su exposiciéon a condiciones si-
muladas del tracto gastrointestinal después del
almacenamiento de la crema durante 39 dias
a temperaturas de refrigeracidon. El probiotico
L. casei microencapsulado con CPS mostré una
mayor tasa de sobreivencia en estas condiciones
después de 17 dias de almacenamiento. Ambos
tratamientos microencapsulados mostraron di-
ferencia signfiicativa con respectgo a las células
libres.
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