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Resumen

En el mercado existen diversos productos probioticos empleados como aditivos en la nutricion
de animales de produccion, que pueden presentar problemas con la viabilidad de los
microorganismos que contienen, al presentar una baja tasa de supervivencia por diferentes
condiciones tecnoldgicas, ambientales y gastrointestinales, por lo cual se usa la encapsulacion
como estrategia para incrementar la viabilidad del probiotico. El objetivo del trabajo fue evaluar
las condiciones de supervivencia del microorganismo Lacticaseibacillus rhamnosus usando una
membrana compuesta por almidon de maiz y alginato sddico. Para esto se utilizo un disefio
experimental de mezclas para elegir la concentracion de los materiales encapsulantes mas
favorable para la supervivencia del microorganismo, evaluandose la resistencia de la mezcla con
mayor eficiencia a condiciones acidas gastricas simuladas a valores de pH 1 y 2. Se obtuvo que
la mezcla con mejor eficiencia de encapsulacion fue la de almidon de maiz al 10% y de alginato
de sodio a 2%, con una viabilidad promedio de 45,59%, es decir, no se consiguid una viabilidad
superior al 70% que era la esperada. Adicionalmente, una vez sometidas las perlas de la
concentracion indicada a valores de potencial de hidrogeno bajos y un tiempo de 120 minutos no
hubo supervivencia del microorganismo, es decir, la matriz encapsulante propuesta no fue
efectiva en la conservacion del lactobacilo para el tiempo promedio maximo que tarda un
alimento en pasar por el estdbmago de las aves de corral, por ende, no fue posible obtener un
prototipo de capsula resistente, que conservara establemente a L. rhamnosus y asegurara su
sobrevivencia durante todo el procesamiento, almacenamiento y consumo, para ser utilizado
como suplemento en alimentacion avicola.

Palabras claves: Encapsulacion, probidticos, membrana, capsulas, alimentacion animal.



Abstract

There are several probiotic products on the market used as additives in the nutrition of
production animals, which can present problems with the viability of the microorganisms they
contain, presenting a low survival rate due to different technological, environmental and
gastrointestinal conditions, which is why encapsulation is used as a strategy to increase the
viability of the probiotic. The objective of the work was to evaluate the survival conditions of the
microorganism Lacticaseibacillus rhamnosus using a membrane composed of corn starch and
sodium alginate. For this, an experimental mixture design was used to choose the concentration
of the encapsulating materials most favorable for the survival of the microorganism, evaluating
the resistance of the mixture with greater efficiency to simulated gastric acid conditions at pH
values 1 and 2. It was obtained that the mixture with the best encapsulation efficiency was that of
10% corn starch and 2% sodium alginate, with an average viability of 45.59%, that is, a viability
higher than 70%, which was expected, was not achieved. Additionally, once the pearls of the
indicated concentration were subjected to low hydrogen potential values and a time of 120
minutes, there was no survival of the microorganism, that is, the proposed encapsulating matrix
was not effective in the conservation of lactobacillus for the maximum average time that a food
takes to pass through the stomach of poultry, therefore, it was not possible to obtain a resistant
capsule prototype, which will stably conserve L. rhamnosus and ensure its survival throughout
the processing, storage and consumption, to be used as a supplement in poultry feed.

Keywords: Encapsulation, probiotics, membrane, capsules, animal feed
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Introduccion

En las tltimas décadas, el uso de probidticos en la alimentacion animal ha cobrado
especial relevancia debido a los multiples beneficios que ofrecen, entre ellos, la mejora del
rendimiento productivo, la estimulacion del sistema inmune y el aumento en la resistencia frente
a enfermedades. En el caso especifico de la produccion avicola, hoy en dia uno de sus mayores
desafios es mantener altos niveles de eficiencia sin comprometer la salud animal ni la seguridad
del consumidor. Durante décadas, el uso de antibidticos como promotores de crecimiento fue una
practica comun en la industria, lo que contribuy¢ al desarrollo de aves més resistentes y
productivas. Sin embargo, este modelo ha demostrado tener efectos secundarios preocupantes,
como el incremento de la resistencia antimicrobiana en patdgenos zoondticos y la posible
transferencia de esa resistencia a los seres humanos a través del consumo de carne contaminada.

La creciente demanda por alimentos mas saludables, seguros y producidos bajo practicas
sostenibles ha impulsado la investigacion de nuevas estrategias para la mejora del bienestar
animal sin comprometer la eficiencia productiva. En este contexto, los probidticos han
demostrado ser aliados importantes, no solo por sus efectos beneficiosos a nivel digestivo e
inmunolodgico, sino también por su potencial para reducir la necesidad de antibidticos en la
industria avicola. No obstante, el uso efectivo de probidticos plantea su propio reto: lograr que
estos microorganismos lleguen vivos y activos al intestino, lugar donde ejercen su funcion. La
acidez gastrica, las condiciones de almacenamiento y los procesos de elaboracion de alimentos
reducen su viabilidad, comprometiendo su eficacia. En este contexto, la encapsulacion se

presenta como una estrategia técnica esencial. De entre las diversas metodologias disponibles, la
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técnica de extrusion destaca por ser accesible, de bajo costo, poco agresiva para los
microorganismos y compatible con una variedad de materiales encapsulantes.

Particularmente, el uso de alginato de sodio y almidon de maiz como materiales de
recubrimiento ha sido ampliamente documentado por sus propiedades protectoras, su
biocompatibilidad y su capacidad para formar estructuras estables. Sin embargo, pese a la vasta
literatura sobre encapsulacion de probioticos, pocos estudios han explorado de forma conjunta el
uso de alginato y almidon de maiz en la técnica de extrusion aplicados a Lacticaseibacillus
rhamnosus, una cepa con alto potencial por su actividad antimicrobiana y resistencia a
condiciones adversas del sistema digestivo.

Este trabajo busca justamente abordar ese vacio investigativo y se propuso evaluar el
efecto de esta matriz dual sobre la viabilidad del probiotico bajo condiciones acidas simuladas

(pH 1y 2), similares a las del sistema digestivo de las aves de corral.
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Planteamiento del Problema

Los probidticos son microorganismos que producen beneficios a la salud de quienes los
consumen, ya sean seres humanos o animales; su uso en alimentacion animal es cada vez mas
extendido, debido a que se ha demostrado que mejora el rendimiento de crecimiento, la
resistencia a enfermedades, la estimulacion inmune, entre otras (Vimon et al., 2023);
especificamente en aves, su aplicacion empez6 a incrementarse desde 2006 cuando la
Comunidad Europea prohibid el uso de antibioticos como subterapéuticos en las granjas avicolas
(Diaz et al., 2017), ya que estos son usados no sdlo como medicamentos para las aves, sino
también como promotores de crecimiento con el objetivo de incrementar la eficiencia productiva
del sector; debido a lo anterior han surgido problemas de resistencia a enfermedades microbianas
en las aves y reacciones cruzadas con antibidticos humanos en las personas que consumen la
carne contaminada con estos medicamentos (Gonzalez et al., 2020), por lo cual muchos paises
han prohibido o restringido su uso (Mufioz, 2019; Scolari, 2019), dando asi lugar que se busquen
otras formas para mejorar las condiciones de salud y desarrollo de los animales de las granjas
avicolas, como es el uso de probioticos.

Adicional a lo anterior, la creciente demanda de alimentos sanos y orgénicos, hace que se
estudien otras posibilidades de desarrollo en el sector que sean mucho més amigables no solo
con el medio ambiente, sino con las aves en si y también con la poblacion consumidora, y que
ademas ofrezcan resultados econdmicos mas favorables (Gonzalez et al., 2020; Nunes et al.,
2016); los microorganismos probioticos son presentados como ingredientes activos en los
alimentos funcionales (Rodriguez et al., 2016) y hacen parte de esas otras opciones que

actualmente son tan atractivas por sus funciones diferenciadas y benéficas para quienes los
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consumen, en este caso, para las aves, pero para que estos sean aprovechados deben encontrarse
en los alimentos, hasta su vida 1til, en una concentracién minima de 10 UFC/g de acuerdo con
el Ministerio de Salud y Proteccion Social (2021), ademds de ser capaces de sobrevivir al paso
por el tracto digestivo superior hasta llegar a los intestinos para conseguir los efectos funcionales
que proveen (Bernal et al., 2017), en caso contrario los microorganismos probioticos pierden su
viabilidad (De Aratjo, 2016).

La calidad de estos productos probidticos deriva del fabricante, siendo posible que no se
cumplan las normas de calidad, como la garantia de la potencia (conservacion de la viabilidad
hasta el final de la vida util), la pureza y la identidad, siendo demostrado que diversos productos
presentes en el mercado no cumplen lo declarado en la etiqueta (Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2023).

Es por lo anterior, que surge la necesidad de proteger estos microorganismos mediante
algun sistema, para preservarlos de los factores ambientales, no s6lo durante el procesamiento,
almacenamiento sino también durante la primera fase de la digestion, es por eso que surge la
encapsulacion de probiodticos como una soluciodn, la cual puede realizarse bajo diferentes
técnicas, para este caso se elige la encapsulacion por extrusion debido a que esta es una
tecnologia simple (De La Cruz y Teran, 2013), muy amigable con los microorganismos al ser
suave en comparacion con otras técnicas (Pérez et al., 2013),es de facil proceso, no lleva
sustancias toxicas (Jiménez, 2010; Pérez et al., 2013); y permite realizarse en condiciones
aerobicas y anaerdbicas de acuerdo al tipo de microorganismo a utilizar (Jiménez, 2010); y como
materiales encapsulantes se proponen el alginato y el almidon de maiz, por ser productos no

perjudiciales, de facil adquisicion y con cualidades reconocidas para la encapsulacion.
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Lopes et al. (2017) menciona que existen diferentes referencias sobre encapsulacion de
Lactobacillus usando alginato como encapsulante, como Lactobacillus bulgaricus (Chen et al.,
2014) L. plantarum (Wang et al., 2016), L. fermentum (Martin et al. 2013), L. acidophilus
(Etchepare et al., 2016), L. rhamnosus usando proteina de suero e isomaltooligosacarido (Liu
et al., 2016), silice (Zhao et al., 2016), pectina (Li et al., 2016), quitosano (Gandomi et al., 2016)
y proteina de suero (Doherty et al., 2012).

Conforme a lo anterior, ;cual es el efecto de una matriz a base de alginato y almidén de
maiz en la encapsulacion por extrusion del probidtico Lacticaseibacillus rhamnosus 'y su

supervivencia a condiciones acidas con valores de pH 1y 2?
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Justificacion

La flora intestinal reforzada con probioticos no solo sirve para mantener la
autorregulacion de la respuesta inmune, sino también como estimulante de los mecanismos de
defensa de la mucosa gastrointestinal al reducir el pH lo cual favorece la digestibilidad, la
absorcion de nutrientes, la disminucion de microorganismos patogenos y la recuperacion luego
de circunstancias debilitantes o de estrés. Todo lo anterior, beneficia a las aves haciendo que
sean menos propensas a enfermedades al tener una mejor respuesta inmune; ademas implica la
reduccion de la aplicacion de antibidticos tanto para tratamiento de enfermedades como
promotores de crecimiento, al haber un mejor aprovechamiento de nutrientes y por ende una
mayor conversion alimenticia (Chavez et al., 2015; Gonzdlez et al., 2020; Nunes et al., 2016).

Gracias al reconocimiento de los beneficios de los probidticos en las aves y de las
adopciones de paises europeos como de Estados Unidos en cuanto a las producciones aviares
libres de antibidticos o a la prohibicion y /o reduccion de uso de ciertas sustancias (Rosales et al.,
2023), es posible observar que a nivel nacional el consumo de los mismos ha ido creciendo a
punto tal que al menos entre el 30 y el 40 % de las granjas avicolas los han usado alguna vez,
siendo aplicados tanto en el agua como en el concentrado y principalmente importados a pesar
que existen probiodticos de produccion nacional (Barajas, 2018).

Para este caso, se elige el Lacticaseibacillus rhamnosus por su conocida actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium
perfringens y proteccion antiviral contra el rotavirus (Duvds, 2016), también es resistente al pH
bajo y a los fluidos biliares, no inhibe el crecimiento de otras bacterias acido lacticas (Calderén

et al., 2007), tiene una elevada capacidad de adhesion a la mucosa intestinal facilitando la
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colonizacion; ademas esté catalogado QPS (Qualified Presumption of Safety) por la EFSA
(European Food Safety Authority) (Sacco S.r.1., 2017) y es utilizado en una gran variedad de
alimentos funcionales desde hace mas de dos décadas (Duvos, 2016).

Una de las metodologias para la conservacion con una alta viabilidad y estabilidad de los
microorganismos probidticos se encuentra la encapsulacion (De Aratjo, 2016), puesto que los
protege de los factores medioambientales al recubrirlos por una matriz protectora (Rodriguez
et al., 2016). Entre las técnicas de encapsulacion de microorganismos se tienen métodos
quimicos que por lo general son mas complejos y costosos, como la polimerizacion interfacial, la
co-cristalizacion, la incompatibilidad polimérica, entre otros, y los métodos fisicos entre los
cuales se encuentran algunos que pueden ser muy costosos como la liofilizacién, mientras que
otros son mas accesibles econdmica y tecnoloégicamente que pueden ser una buena opcidn para
incrementar el desarrollo de la produccion en el pais de este tipo de productos como la extrusion
(Parra, 2010), la cual es poco agresiva, se puede usar en condiciones aerobicas como anaerobicas
y no utiliza sustancias nocivas para los microorganismos (Paez, 2013).

Ademas, entre los materiales usados como matriz encapsulante, se cuentan con proteinas,
carbohidratos y lipidos permitiendo escoger entre diversos productos, aunque generalmente se
eligen polisacaridos, puesto que son féciles de degradar por la microbiota intestinal, no son
digeridos en el tracto gastrointestinal superior y facilitan la formacion esférica de las
microcapsulas (Paez, 2013; Rodriguez et al., 2016), por eso se escogen el almidon de maiz y el
alginato, siendo este Ultimo utilizado frecuentemente en estos procesos por garantizar una mayor
viabilidad (De Araujo, 2016). Nezamdoost et al. (2023) resalta el uso del alginato en la
administracioén de probioticos tanto en la industria alimentaria como médica, también destaca la

microencapsulacion de diversos probiodticos con diferentes matrices basadas en alginatos con
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otros componentes y sus técnicas de encapsulacion, entre los que se encuentran la encapsulacion
de L. rhamnosus en alginato de sodio y B-glucano mediante secado en spray; en alginato con
polisacaridos como celulosa y pectina, con lipidos como manteca de cacao o grasas lacteas, entre
otras.

Velloso et al. (2023) expone el uso y cualidades del almidén en la encapsulacion y
menciona diversas revisiones bibliograficas realizadas como “el control de liberacion y el papel
del almidon en el proceso de encapsulacion” por Boosani y Jafari (2021) y Zhu (2017); la
“evaluacion de las propiedades mecanicas, térmicas y de barrera de materiales a base de
almidon” por Hoyos et al. (2018), Niranjana y Prashantha, (2018) y Shah et al. (2016); las
“propiedades antibacterianas y antioxidantes de las peliculas de almidon, su capacidad para
servir como barrera ultravioleta (UV), vapor de agua y oxigeno” de Cui et al. (2021) y Lauer y
Smith (2020). Adicional a lo anterior, Velloso et al. (2023) también indican que desde el 2014 ha
habido un incremento acelerado en el estudio de la “encapsulacién de microorganismos en una
matriz de almidon para aplicaciones en diferentes areas", donde el 93% de las publicaciones han
sido referentes al sector agroalimentario, siendo el uso de membrana de almidén para
encapsulacion la mas explorada para la transmision de probidticos, donde los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium fueron los mas estudiados.

Aunque la literatura menciona el alginato en combinacion con otras sustancias u
almidones, no se ha encontrado por el momento un documento que contenga esta misma mezcla,
el mismo método de encapsulacion y que se utilice con L. rhamnosus, por eso se eligen estos
parametros de trabajo.

El impacto esperado de los resultados de este trabajo es que, en caso de ser favorables,

puedan ser implementados u adoptados por la industria avicola y sus adyacentes a cualquier
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escala, para el provecho de las aves, la poblacion consumidora y del sector en general. En caso
de ser negativos, se esperaria que se continuara con el estudio y la investigacion al respecto para

encontrar otras posibles alternativas o aplicaciones que puedan ser escaladas o adoptadas.
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Objetivos

Objetivo General
Evaluar el efecto del alginato y el almidon de maiz como recubrimiento en la
encapsulacion mediante la técnica de extrusion del probiotico Lacticaseibacillus rhamnosus, en

su supervivencia a condiciones acidas con valores de pH 1 y 2.

Objetivos Especificos

Determinar la concentracion de alginato y almidén de maiz en la encapsulacion de
Lacticaseibacillus rhamnosus que permita conservar la viabilidad del microorganismo en las
capsulas por recuento microbiano y determinacion de la eficiencia de encapsulacion.

Caracterizar las capsulas obtenidas mediante la definicion de su morfologia a través de
analisis microscopico y macroscopico.

Cuantificar la liberacion de la cepa a valores de pH 1 y 2, usando soluciones acidas

similares a los jugos géstricos de aves de corral.
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Marco Conceptual y Teorico

En el presente marco tedrico y conceptual se abordan dos tematicas principales que dan
un soporte de base al proyecto de investigacion, las cuales son: (1) probioticos y (2)
encapsulacion, dentro de los cuales se describen sus generalidades y las particularidades

aplicadas al proyecto.

Probiéticos

De acuerdo al informe del trabajo conjunto de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y Alimentos (FAO) y de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) (2002),
los probioticos son definidos como “microorganismos vivos que administrados en cantidades
adecuadas confieren beneficios a la salud del consumidor”; y entre los requisitos que deben
cumplir para que sean considerados como tal estan: las cepas usadas en humanos deben ser
preferiblemente obtenidas de humanos, los cuales deben estar sanos, no deben ser toxicas ni
patdgenas, no deben presentar genes transmisibles de resistencia a antibioticos (Rondon et al.,
2015), deben ser resistentes a las sales biliares y al pH 4cido del estomago (Sanz y Dalmau,
2008), deben tener buena adherencia a las superficies epiteliales, deben ser inmunoestimulantes
sin conllevar procesos inflamatorios, deben poseer cualidades antimutagénicas y
anticarcinogénicas, ademas deben conservar su viabilidad desde la fase productiva hasta su
consumo y estar soportadas con estudios y evidencias cientificas (Rondon et al., 2015).

Segun Olveira y Gonzalez (2016) los mecanismos de accidon mas frecuentes en la
mayoria de los probioticos se tienen la “resistencia a la colonizacion”, la “produccion de acidos

grasos de cadena corta y de acidificacion del medio”, la “regulacion del transito gastrointestinal”,
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la “normalizacion de la microbiota”, el “aumento de la regeneracion de enterocitos” y la
“exclusion competitiva de patdgenos”; también existen mecanismos de accion comunes a ciertas
especies como lo son el antagonismo directo respecto a otras bacterias, el robustecimiento de la
barrera intestinal, la neutralizacion de carcindgenos y la sintesis de vitaminas; e igualmente se
presentan mecanismos poco comunes y muy especificos de ciertas especies como la produccion
de sustancias bioactivas y generacion de efectos inmunologicos, endocrinolégicos y
neurologicos.

Entre las principales especies de probioticos se encuentran: bacterias acido-lacticas,
habitualmente de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2023), los cuales son muy utilizados en la industria lactea y carnica; bacterias
no patdégenas como la Escherichia coli Nissle 1917 y/o microbios no bacterianos como la
Saccharomyces boulardii (Rondon et al., 2015).

En 2020 el género Lactobacillus fue reestructurado, ampliando la gama de
microorganismos asignados y cambiando los nombres (Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2023), como se aprecia en la tabla 1:

Tabla 1 Nuevos nombres para algunas antiguas especies probidticas de Lactobacillus

Nombre anterior Nombre nuevo
Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri

Nota. Tomado de Probidticos y prebioticos, Directrices mundiales de la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2023, de https://www.worldgastroenterology.org/UserFiles/file/guidelines/probiotics-and-
prebiotics-spanish-2023.pdf

En la tabla 2 se aprecian ejemplos de cepas comerciales y sus nombres:
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Tabla 2 Nomenclatura utilizada para los microorganismos probidticos
Designacion
Designacion  depositario

Apodo Nombre

Género Especie Subespecie . . de la del
de la cepa internacional
cepa producto
de cepas
Lacticaseibacillus  rhamnosus Ninguna GG ATCC 53103 LGG Culturelle
. . L . CNCM I- Bifidus Yogur
Bifidobacterium animalis lactis DN-173 010 2494 regularis  Activia
. : NCIMB . . .
Bifidobacterium longum Longum 35624 41003 Bifantis  Align

Nota. Tomado de Probidticos y prebioticos, Directrices mundiales de la Organizacion Mundial de
Gastroenterologia, 2023, de https://www.worldgastroenterology.org/UserFiles/file/guidelines/probiotics-and-

prebiotics-spanish-2023.pdf

Probidticos en Alimentacion Avicola

El mayor costo en la produccion avicola esta relacionado con la alimentacion, llegando a
ser hasta el 70% del costo productivo total (Cuéllar, 2022), lo cual hace que cuando hay
incrementos significativos en los insumos de la alimentacion animal exista un aumento
considerable en el valor de la canal (Jadhav et al., 2015; Moreno, 2022); ademas el uso de
diferentes promotores de crecimiento como antibidticos y hormonas en la alimentacion de las
aves implican no s6lo una elevacion en los costos sino que conlleva riesgos tanto para las aves
como para los consumidores, al incidir al desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los
antibidticos y a producir efectos residuales en los huevos y carne que son consumidos por la
poblacién elevando los riesgos en la salud de ésta (Jadhav et al., 2015; Scolari, 2019); por ende,
el uso de probidticos en aves benefician no sélo a los animales sino al productor, ya que gracias a
sus beneficios demostrados se consigue una produccion mayor y mas segura (Jadhav et al.,
2015).

La flora intestinal presente en las aves de corral son de dos tipos: (a) las bacterias

autdctonas, que son aquellas que colonizan el intestino y proceden del medio ambiente como
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resultado de la conducta alimentaria u otras actividades; (b) las bacterias exdgenas, que son
aquellas que se introducen como suplemento dietético, a través del agua o a la alimentacion
directa, en este caso, los probioticos, que pueden ser cultivos microbianos de una sola especie o
mixtos, que también son llamados como productos microbianos de alimentacion directa o DMF
por sus siglas en inglés (Jadhav et al., 2015).

El uso de probioticos en aves ha demostrado promover el crecimiento de bacterias
benéficas en el intestino (de Souza et al., 2022; Diaz et al., 2017), ayudando a la sintomatologia
de la disbiosis producida por el uso de antibidticos promotores de crecimiento, disminuyendo la
poblacion de patdgenos entéricos en los animales (Diaz et al., 2017), incidiendo en una mayor
eficiencia de rendimiento (de Souza et al., 2022); ademas estimulan el sistema inmunologico:
optimizando la produccion de inmunoglobulina-IgA, IgM, IgG y citocina, aumentando los
anticuerpos y la actividad de microfagos, lo cual hace que las aves sean menos propensas a
enfermarse (Jadhav et al., 2015), aumento de la actividad de células natural killer (NK),
caracterizadas por su efecto citotoxico y produccion de citoquinas (Diaz et al., 2017). También
disminuye las emisiones de amoniaco en los pollos, mejora la calidad de los huevos, disminuye
la acumulacion de grasa en el higado y mejora el metabolismo lipidico en las gallinas ponedoras
(Liu et al., 2023).

Los lactobacilos y otras bacterias 4cido lacticas (BAL) son cominmente utilizados como
cepas probidticas en aves, debido a la reduccion de pH del contenido luminal ocasionada por los
metabolitos producidos, lo cual inhibe el crecimiento de coliformes, clostridios y Sa/monella y
suprime la nocividad de E. coli en el sistema digestivo (Jadhav et al., 2015) y ademds ayudan en
la prevencion de ocurrencia de lesiones en la superficie de absorcion del intestino (Diaz Lopez

etal., 2017).
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Lacticaseibacillus rhamnosus

Este microorganismo era anteriormente llamado (afios 2020 hacia atras) Lactobacillus
rhamnosus. Es una bacteria Gram positiva, con forma de baston, no esporulada,
heterofermentativa, sin motilidad, que produce acido lactico y que no hidroliza arginina (USP,
2021); esta catalogada como microorganismo seguro segun la calificacion Qualified Presumption
of Safety (QPS) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2024), gracias a los
polisacaridos de su superficie posee la mejor adherencia a la mucosa intestinal respecto a otros
lactobacilos, genera mas de 90 proteinas involucradas en inmunomodulacion, actividad de
bacteridfagos y formacion de biopeliculas (Galego, 2019); ademas se ha evidenciado que la
suplementacion con este microorganismo sirve para mejorar la diversidad de especies de la
microbiota intestinal y disminuir la adhesion de patdogenos como Sa/monella spp. (Mekonnen et
al., 2024).

Su uso en aves ha demostrado que estabiliza la flora intestinal y mejora la conversion
alimentaria, generando una mayor digestibilidad de nutrientes; también se encontrd que al ser
incorporado en la alimentacion de las aves durante las primeras semanas de vida mejora el
tiempo de respuesta del animal al tener en menor tiempo una flora intestinal 0ptima; ademas
favorece un mejor aprovechamiento de la lisina, lo cual incide en un mayor rendimiento de la
pechuga y la relacion de costos no se ve afectada, porque la inversion en los probidticos evita el
gasto en antibidticos preventivos durante la primera semana de vida, y por el contrario, el costo
por kg de peso fue menor en las aves suplementadas con este probiotico junto con Lactobacillus
acidophillus por tener un mayor peso respecto a las que no los recibieron (Acosta et al., 2007).;

adicional a lo anterior, su uso en gallinas ponedoras evidenci6 una mejor calidad en la cascara
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del huevo y un mejor metabolismo de lipidos, al disminuir la concentracion de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y de 4cidos grasos libres (FFA) en sangre (Liu et al., 2023).
Encapsulacion

Conforme a Sandoval et al. (2016) la encapsulacion es un proceso mediante el cual se
contienen sustancias o agentes activos en el interior de otra, la cual forma un revestimiento
protector del medio ambiente; este es semipermeable y controla el flujo de sustancias; la
sustancia protegida recibe el nombre de centro activo, relleno, corazon o fase interna, mientras
que la sustancia protectora se llama cépsula, membrana, matriz, pared o recubrimiento (Sandoval
et al., 2004).

Esta aplicacion tecnoldgica se utiliza para proteger células vivas o moléculas bioactivas
(minerales, antioxidantes, vitaminas, acidos grados, licopenos, etc.) (Amador, 2021; Sandoval et
al., 2016) para ser incorporadas en alimentos u otros productos, puesto que disminuye los
procesos degradativos (oxidacion, hidrdlisis, etc.) (Sandoval et al., 2016) y aumenta la
biodisponibilidad de los principios activos (Pino y Aragiiez, 2021; Sandoval et al., 2016),
ademas de liberar su contenido de forma controlada al pasar el tiempo o en ambientes especificos
de acuerdo con el sitio de interés (Sandoval et al., 2016).

La seleccion del material de recubrimiento es un factor muy importante, puesto que es
necesario que cumpla ciertas propiedades y que obedecen a las caracteristicas del producto a
encapsular, a su aplicacion, su almacenamiento y a las condiciones a las que estard expuesto
(Carrisales, 2022); generalmente se utilizan polimeros naturales o sintéticos, como carbohidratos
(almidones, celulosa, gomas), lipidos (acidos grasos, ceras, aceites, etc.), proteinas o materiales
inorganicos, que pueden ser mezclados entre si para mejorar las cualidades de barrera o de

mecanismo de liberacion (Carrisales, 2022; Sandoval et al., 2004).
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Encapsulacion por Extrusion

Consiste en el paso del centro activo y de la matriz a través de un inyector a alta presion,
es decir, se producen pequefias gotas del material de recubrimiento con el relleno disperso al
forzar su paso por boquillas o aberturas, entre mas pequefio sea su didmetro mas pequeias son
las capsulas, las cuales se forman por endurecimiento de la matriz al entrar en contacto con una
sustancia deshidratante (Sandoval et al., 2004; Sandoval et al., 2016), cuya eleccion dependera
del polimero utilizado como encapsulante (Jiménez, 2010); lo anterior estd representado en la
figura 1.

A nivel de laboratorio pueden ser usadas jeringas, pipetas, boquillas de atomizadores,
discos de atomizacién como herramientas de goteo; a nivel industrial se utilizan sistemas de
boquillas multiples, atomizadores de discos giratorios, técnicas de corte y propulsion a chorro
(Sandoval et al., 2016).

Esta tecnologia posee multiples ventajas para la encapsulacion de microorganismos,
debido a que es comparativamente suave, no involucra disolventes nocivos y puede ser realizada
en condiciones aerdbicas como anaerobicas (Sandoval et al., 2016). Ademas, reduce la
destruccion celular e incrementa la eficiencia de encapsulacion, aunque sus inconvenientes son la
lenta formacion y el gran tamafio de las microcépsulas (Nezamdoost et al., 2023).

Materiales de Encapsulacion

Generalmente para encapsular probidticos se utilizan polisacaridos de origenes diversos
(plantas, proteinas animales, algas, bacterias) debido a que son matrices que resisten a las
condiciones adversas del tracto gastrointestinal superior y ademas son degradadas facilmente por

la microbiota intestinal (Jiménez, 2010), se ha demostrado que su uso aumenta la probabilidad en
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un 85% — 95% de que las células lleguen viables al intestino (De La Cruz y Teran, 2013), lo cual
permite una liberacion de los microorganismos en el 6rgano de interés (Jiménez, 2010).
Figura 1 Encapsulacion de probioticos mediante las técnicas de emulsion y extrusion por goteo,

usando alginato como matriz de encapsulacion.
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endurecimiento (CaCl2) formar las capsulas
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. encapsulada
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Nota. Tomada de Microorganismos probidticos encapsulados en polimeros microbianos: evaluacion de la
capacidad protectora de la encapsulacion para su administracion oral, por Maria Jiménez Pranteda, 2010, de

https://digibug.ugr.es/bitstream/handle/10481/15077/19121507.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Para este proyecto se eligen los siguientes polisacaridos:

Alginato de Sodio. Es uno de los polisacaridos mas usados, es proveniente de algas
marinas pardas y de algunas especies bacterianas como Pseudomonas 'y Azotobacter
(Nezamdoost et al., 2023), que esta formado por bloques de residuos de los acidos (1 — 4) —

B —D manurdnico y a-L- glucurénico distribuidos aleatoriamente como se observa en la figura 2;
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por ende, es posible obtener alginatos con diferentes cantidades de los dos acidos que equivale a
tener alginatos con diversos grados de estabilidad mecénica (Jiménez, 2010).

Figura 2 Estructura del alginato

Nota. Tomada de Microorganismos probioticos encapsulados en polimeros microbianos: evaluacion de la
capacidad protectora de la encapsulacion para su administracion oral, por Maria Jiménez Pranteda, 2010, de

https://digibug.ugr.es/bitstream/handle/10481/15077/19121507.pdf?sequence=1&isAllowed=y

El alginato de sodio se caracteriza por ser de bajo costo, no es toxico, tienen una gran
biocompatibilidad, se gelifica suavemente al afiadirle cationes divalentes como iones de calcio
(Noor et al., 2022), lo cual hace que tenga capacidad de controlar la liberacion de acuerdo con el
grupo carboxilo (Mohammadalinejhad et al., 2023).

La formacion del revestimiento protector de las capsulas se da por la reaccion de
gelificacion 16nica entre el alginato (polianidon) y un ion de carga contraria, en este caso se uso
cloruro de calcio (CaCly) al 0,1M (cation), al introducir por goteo la solucion formada entre
microorganismo-alginato en la solucion de CaCl, con agitacion constante, creandose una
membrana permeable pero insoluble en agua (Montes, 2013).

Ademas, se ha demostrado que colonias de Lacticaseibacillus rhamnosus
microencapsuladas en alginato continuaron viables a pH 2 durante més de 48 horas, respecto a
las células sin encapsular, las cuales fueron inactivadas completamente en las mismas

condiciones (Montes, 2013).
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Almiddn de Maiz. El almidon es basicamente el almacenamiento de azicares en plantas,
es decir, luego de que estas sintetizan la glucosa, los excesos que quedan luego de los
requerimientos energéticos, se almacenan en diversas partes de la planta como almidén. Para su
asimilacion en el organismo es necesario el uso de enzimas, como las amilasas, que lo convierten
en monosacaridos y disacaridos, los cuales son mas faciles de digerir.

El almidon esta conformado por una mezcla de amilosa y amilopectina, que son formas
poliméricas de la glucosa; las cuales estdn unidos por enlaces glucosidicos a 1-4 0 a 1- 6, la
amilosa se conforma de cadenas no ramificadas de mondomeros de glucosa unidos unicamente
por enlaces a 1-4 y la amilopectina se compone de cadenas ramificadas, cuyas moléculas de
glucosa estan unida por enlaces a 1-4 en su segmento recto y por enlaces a 1- 6 en sus
ramificaciones (Amador, 2021; Rye et al., 2016), lo cual se puede apreciar en la figura 3. De
acuerdo con Agama et al. (2013) la amilosa no se distribuye uniformemente dentro de los anillos
concéntricos del granulo de almidon, puesto que su ubicacion depende de los sitios disponibles
que deja la amilopectina después de sintetizarse; lo anterior es importante debido a que las
proporciones de los dos compuestos en el granulo de almidon afectan la absorcion y retencion de
agua, incidiendo asi en la formacion de geles (Amoros, 2013).

El almidon de maiz es cominmente empleado como medio encapsulante por su facil
acceso, costo bajo y de facil manejo. Ademas, su interaccion con el alginato de sodio en
proporciones adecuadas deriva en una mayor proteccion de la sustancia encapsulada (Alavi et al.,

2022).



Figura 3 Estructura de la amilosa y amilopectina

Amylose I

CH,OH

OH

OH

CH,OH

OH

OH

Amylopectin I

CH,OH

OH

OH

OH

Nota. Tomada de Biologia, por Rye et al., 2016, https://openstax.org/books/biology/pages/3-2-carbohidratos
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Metodologia

Materiales y Métodos
Materiales

Acido Clorhidrico (CAS 7647-01-0). Fue suministrado por el laboratorio de
fisicoquimica de la sede nacional José Celestino Mutis de la ciudad de Bogota, era de grado
reactivo para laboratorio, y de marca Panreac.

Agar y Caldo MRS. Ambos productos usados fueron suministrados por el laboratorio
del CEAD de Palmira, y su marca era Condalab; los dos fueron almacenados a temperatura
ambiente y en lugar seco libre de humedad.

Alginato de Sodio (CAS 9005-38-3) y Almidon de Maiz (CAS 9005-25-8). Ambos
productos usados fueron suministrados por el laboratorio del CEAD de Palmira, el alginato de
sodio era de tipo genérico y no tenia marca alguna, el almidon de maiz era genérico, para uso
culinario y su marca era Madre Tierra.

Ambos productos fueron almacenados en su empaque original, a temperatura ambiente y
en lugar seco libre de humedad, ya que no requerian refrigeracion.

Cepa de L. rhamnosus. El microorganismo trabajado era de tipo comercial y para
consumo humano, su nombre era Bioflor de la marca Procaps, el cual consistia en sobres de 3 g,
con la cepa L. rhamnosus CNCM 1-4036 con adicion de fructooligosacaridos (FOS), de acuerdo
con el fabricante cada sobre contiene 100 mg del microorganismo y 500mg de FOS. Los sobres
previos a su uso se conservaron a temperatura ambiente ya que no requerian refrigeracion.

Cloruro de Calcio (CAS 10043-52-4). Este producto fue suministrado por el laboratorio

del CEAD de Palmira, era tipo genérico y de marca Naturquim.
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Cloruro de Sodio (CAS 7647-14-5). Fue suministrado por el laboratorio de
fisicoquimica de la sede nacional José Celestino Mutis de la ciudad de Bogota, era de grado
reactivo para laboratorio, y de marca Quimica Mercurio.

Peptona (CAS 91079-40-2). Este producto fue adquirido de forma comercial y su marca
fue Peptona Universal M66 de Merck.

Meétodos

Determinacion de la Concentracion de Alginato y Almidéon de Maiz en la
Encapsulacion de Lacticaseibacillus rhamnosus

Activacion de la Cepa. Para la reactivacion de la cepa, se usé un sobre de 3g,
disolviéndose 1g por tubo de 9 mL con caldo MRS, en total se inocularon tres tubos, los cuales
se incubaron a 37 °C por 24h, tiempo en el cual se evidencid crecimiento microbiano debido la
fermentacion del medio (cambio de color del caldo y enturbiamiento) y precipitacion celular,
posteriormente se usaron los tubos para inocular tres frascos tapa rosca azul graduados de 250
mL con 90 mL de caldo MRS cada uno, los cuales se incubaron a 37 °C por 24 h; posterior a
esto se siguieron inoculando mas tubos de ensayo usando tanto caldo MRS como el prototipo de
medio de cultivo a base suero de leche (14,24 g/L) , leche de soya (10 g/L) y azucar (15,76 g/L)
desarrollado entre la UNAD del CEAD de Palmira en colaboracién con el SENA del Valle del
Cauca, para mantener activa la cepa.

Para el proceso de encapsulacion el inculo previamente obtenido fue cosechado a las 24
h, posteriormente sembrado (1mL) a tubos de ensayo con 4 mL de caldo MRS, incubado a 37 °C
por 24 h para luego inocular con 5 tubos de ensayo un matraz de 500 mL con 250 mL de caldo
MRS, el cual se dejé a 37°C por 24 h para seguidamente usarse en la encapsulacion.

La compilacion de la activacion de la cepa se represento en la figura 4.
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Figura 4 Activacion de la cepa
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Nota. Elaboracion propia

Preparacion de la Muestra. Se realiz6 en dos pasos, el primero consisti6 en la
elaboracion de soluciones de alginato de sodio (AS) desde el 1% hasta el 2% (Vega, 2017) con
almidon de maiz (AL) desde el 10% (Parra, 2010) al 15% (De La Cruz y Teréan, 2013), para lo
cual en primer lugar se diluyo¢ el alginato en agua destilada estéril en un vaso de precipitado con
agitacion constante y posteriormente se adiciond a esta solucion el almidon de maiz lentamente
hasta disolucién completa, dejando la mezcla anterior durante 24 h en agitacion para una buena
homogenizacion, evitando asi la presencia de grumos; se realizaron diferentes mezclas de las dos
sustancias a temperatura ambiente; como se presenta en el siguiente disefio experimental.

Diseiio Experimental. Para determinar la mejor formulacion de los materiales
encapsulantes se propuso utilizar un disefio de mezclas de dos componentes (q=2), disefio

centroide simplex, donde los valores de los componentes que se desean analizar son:

31
14'

N =

1
xl = OIZ)

Es decir,

(x4, x2) = (0,1); (1,0); (050; 0,50); (0,25; 0,75); (0,75; 0,25)
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Se aclara que para este disefio no se contemplé como valor minimo de concentracion 0%
de alginato, puesto que para que se dé la encapsulacion siempre debe haber alginato, por ende, se
tomo como valor minimo de concentracion de este componente el 1%. Ademads se tomd como
nivel de significancia un valor de a = 0.05 y un nivel de confianza el 95%.

El disefio experimental de mezcla centroide simple se usa cuando se adicionan puntos en
el interior de la region plana, donde se encuentran definidos los componentes, para obtener
mezclas que contienen todos los ingredientes, como es el caso de esta propuesta; ademas con este
disefio se explora la relacion entre la proporcion de diferentes componentes de la mezcla y como
estas proporciones afectan la variable de interés (Gémez et al., 2013) como se aprecia en la tabla

3.

Tabla 3 Mezclas de las concentraciones de los medios encapsulantes aleatorizadas

Orden Est (?o rlfi?éla Tipo Pt Bloques Xi X Y
3 1 0 1 1,50 12,50 a
9 2 1 1 1,75 11,25 b
7 3 1 1 1,00 15,00 c
10 4 -1 1 1,25 13,75 d
6 5 1 1 2,00 10,00 e
5 6 -1 1 1,25 13,75 f
4 7 -1 1 1,75 11,25 g
2 8 1 1 1,00 15,00 h
8 9 0 1 1,50 12,50 i
1 10 1 1 2,00 10,00 j
Nota. Elaboracion propia
Donde:
Xi concentracion de alginato de sodio en porcentaje

X2 concentracion de almidén de maiz en porcentaje

Y concentracion bacteriana encapsulada en UFC/g



El segundo paso consistié en la preparacion de la suspension microbiana, para esto se

tomaron los 250 mL de caldo MRS inoculado con la cepa e incubado durante 24 h, se
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centrifugaron durante 10 minutos a 4.000 rpm, luego se eliminé el caldo sobrenadante y se dejo

solo el precipitado celular, el cual fue mezclado posteriormente con las soluciones de AS+AL.

Este paso junto con el primero se esquematizaron en la figura 5.

Figura S Preparacion de la muestra
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Encapsulacion por Extrusion. Se mezclaron 10 mL de suspension activa (6 mL de

precipitado de L. rhamnosus en 4mL de agua peptonada estéril) en 90 mL de solucion de

alginato + almidon (AS+AL) de las diferentes concentraciones preparadas; esta mezcla se paso a

través de jeringas de 5 mL con aguja 21G para la formacion de las perlas, usando 200 mL de

solucion estéril de cloruro de calcio (CaClz) al 0.1M (2,219 g de CaCl; llevados a un matraz

aforado de 200 mL con agua destilada) como solucion de endurecimiento (De La Cruz y Teran,

2013). Pasados 30 minutos de gelificacion en el CaCly, se filtraron y se lavaron las capsulas
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formadas con agua destilada estéril para eliminar restos de la solucion de CaCl» y posible células
no encapsuladas presentes en el exterior de las mismas, posteriormente se centrifugaron las
capsulas a 4.000 rpm durante 5 minutos y se eliminé el agua sobrenadante, luego se secaron en
estufa de secado de conveccion natural a 40 °C por minimo 12 horas y hasta 24 horas méximo,
para luego ser almacenadas en un recipiente libre de humedad y de luz solar directa hasta su uso
(De La Cruz y Teran, 2013; Vega, 2017). Lo descrito anteriormente quedé visualizado en la
figura 6. Cada prueba de encapsulacion se realizé por duplicado.

Figura 6 Encapsulacion de la muestra
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Nota. Elaboracion propia

Para esta prueba primero se realizé de forma duplicada la extrusion de cépsulas sin

microorganismo a las concentraciones de 1% AS — 15%AL y 2% AS — 10%AL, para adaptar y
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perfeccionar la técnica utilizada, y se dejaron como muestra control, almacenadas en un
recipiente color ambar y a temperatura ambiente.

Cuantificacion de las Células Viables. Las capsulas secas se pesaron en cantidades de 1
g, posteriormente se maceraron en un mortero previamente esterilizado, el polvo obtenido se
disolvié en 9 mL agua peptonada estéril y se dejo reposar 30 minutos para que activara el
microorganismo. Luego se sembré en profundidad en agar MRS, se llevo a incubacion a 37 °C
por 48 h y se tomo lectura del nimero de colonias en placa (Vega, 2017), promediandose el
numero de colonias contadas por cada dilucion realizada.

Posteriormente se estimo la densidad bacteriana expresada en UFC/g tomando en cuenta
las dos diluciones que presentaban colonias contables (maximo 250 colonias), que en este caso

fueron las diluciones ocho y nueve, y se aplico la ecuacion 1 (ICONTEC, 2009):

>c
N_Vxl,lxd

D

donde,

C suma de colonias contadas en las dos cajas conservadas provenientes de dos
diluciones sucesivas;

V volumen del indculo utilizado en cada caja en mililitros

d primera dilucion seleccionada

Este analisis se hizo por duplicado.

Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion. La eficiencia del proceso se describe

como la relacion entre las células viables del encapsulamiento y la concentracion inicial del

indculo (De La Cruz y Teran, 2013), y se calcul6 aplicando la ecuacion 2:

EE(%) = (V) 100 2
0 —N—OX )
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donde,

N logaritmo del total de bacterias encapsuladas liberadas medidas en UFC/g,
determinado mediante reconstitucion de las microcapsulas y posterior aplicacion del método de
diluciones sucesivas.

No logaritmo del total de bacterias presentes en el extracto inicial en UFC

La liberacion de L. rhamnosus, se llevo a cabo como se explicd anteriormente y se realizod
por duplicado.

Caracterizacion de las capsulas obtenidas mediante la definicion de su morfologia a
través de analisis microscépico y macroscépico.

Determinacion de la Morfologia de las Cdpsulas. Se realizé un analisis macroscopico y
microscopico del tamafio y la forma de las cédpsulas obtenidas, mediante el uso de un
estereoscopio y microscopio, respectivamente (Vega, 2017). Para esto se colocaron en una caja
de Petri entre 3 a 5 unidades de capsulas y se observaron bajo el estereoscopio modelo
StereoBlue S de la marca Euromex para detallar su forma, tamafo y aspecto exterior
superficialmente. Este andlisis se hizo por triplicado.

Posteriormente se observaron inicialmente bajo el microscopio 0ptico marca Olympus
modelo CH 21 y posteriormente se utiliz6 un microscopio electronico modelo BioBlue digital
con salida de video de la marca Euromex, para revisar su aspecto exterior con mayor precision,
lo que permiti6 una mejor visualizacion de las capsulas. Este andlisis se hizo por triplicado.

Cuantificacion la liberacion de la cepa Lacticaseibacillus rhamnosus a valores de pH
dely?2.

Viabilidad de Lacticaseibacillus rhamnosus a Valores de pH de 1 y 2. El estdbmago de

las aves de corral se encuentra dividido en dos partes, el proventriculo, el cual secreta 4cido
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clorhidrico para iniciar la digestioén y la molleja, la cual tritura de forma mecénica el alimento
(Rodrigues y Choct, 2018).

Los valores minimos de pH estomacal que presentan las aves, en este caso pollos, oscilan
entre 1 y 2 (Angel et al., 2013; Rodrigues y Choct, 2018); por lo tanto para evaluar a viabilidad
de la cepa a estos pH bajos, se utilizo una solucion de NaCl al 0,9% (0,9 g de NaCl llevados a un
matraz aforado de 100 mL con agua destilada) ajustando el pH a 1 y 2 respectivamente, mediante
la adicion de HCI a 1M, como simulacion de la condicion acida del estomago, de la cual se
tomaron 100 mL y se le afiadieron una cantidad establecida de capsulas (10 g) de la
concentracion 2% AS — 10% AL, para luego llevarse a agitacion e incubacion a 41 °C durante
120 minutos (adaptado de Vega, 2017), que es el tiempo promedio méximo que demora el paso
del alimento por el estdmago del ave, siendo el tiempo promedio estdndar entre 40-60 min
(Angel et al., 2013); tomandose muestras a los tiempos 30, 60, 90 y 120 minutos, las cuales se
sometieron a dos lavados sucesivos con agua destilada estéril y a dos lavados con agua de
peptona para la eliminacion del jugo gastrico simulado, seguidos de una centrifugacion a 5.000
rpm por cinco minutos, para posterior cuantificacion de células viables, la cual fue descrita
previamente, con la variacion de que las cépsulas estaban himedas. Esta prueba se realizé por
duplicado. El procedimiento anteriormente descrito se represento en la figura 7.

Analisis Estadistico

El disefio experimental se analiz6 usando el programa Minitab, una vez seleccionado el
disefio y alimentado, se procedio a realizar el analisis estadistico para evaluar la significancia de
los efectos y determinar si las proporciones de los componentes tenian un efecto estadisticamente
significativo sobre la variable respuesta; adicional a eso se estimaron los coeficientes de

regresion para establecer cudl de los coeficientes de interaccion era de mayor valor. Como el



objetivo era encontrar la mezcla 6ptima de los componentes, se generd una curva de
optimizacidén para maximizar la respuesta y el grafico de rastreo de respuesta.

Figura 7 Liberacion de L. rhamnosus a valores de pH de 1 y 2
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Resultados y Analisis

Concentracion de Alginato y Almidon de Maiz

La concentracion bacteriana inicial del indculo de todas las corridas del disefio experimental, previa a la encapsulacion y
después de 24 h de incubacion en caldo MRS, se calcularon usando la ecuacién 1 y se incluyeron en la tabla 4. Se descartaron las
lecturas de la dilucion 10~ de las corridas nueve y diez, debido a que presentaron recuentos que duplicaban los de la dilucién anterior
(10°®), por ende, no se tuvieron en cuenta para calcular el recuento y sélo se tomd en consideracion el recuento de la dilucién menor.

Tabla 4 Registro de recuento microbiano de concentracion inicial

Recuento microbiano en UFC/ g
Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5 Corrida 6 Corrida 7 Corrida 8 Corrida 9 Corrida 10

Dilucion
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
10 MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC
106 MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC
107 138 >250 >250 >250 >250 >250 >250 MNPC >250 >250
108 26 17 20 267 121 72 144 75 118 177
10° 2 2 2 74 5 10 27 12 - -

Recuento 2,5 x 10° 1,7 x10° 2,0x10°  3,1x10"° 1,1x10° 74x10° 1,6 x 10 7,9x10° 1,2x 10° 1,8 x 101

Nota. Los recuentos de las diluciones desde 10! hasta 107 no fueron tenidos en cuenta puesto que estos valores eran Muy Numerosos Para Contar (MNPC) y no

se podia estimar con claridad el nimero de colonias por placa. Para identificar las concentraciones de los drdenes de corrida ver la tabla 3. El recuento se estim6

teniendo en cuenta las diluciones que pudieron ser contadas. Fuente. Autor



41

El recuento promedio general de concentracion bacteriana inicial fue de 1,1 x 10'° UFC/g. Lo anterior implica que la

concentracion de los sobres utilizados para el aislamiento de la cepa cumplia con el requerimiento terapéutico minimo recomendado

(10° UFC/g) y que su activacion y conservacion fue adecuada.

En las figuras 8a, 8b y 8¢ se aprecia la diferencia del recuento de colonias conforme a la dilucion empleada, observandose los

altos recuentos microbianos de la corrida 4 para las diluciones 102, 10y 10, de las cuales no se obtuvo un recuento contable.

En la tabla 5 se recopilaron los resultados de la concentracion bacteriana de las capsulas disueltas de todas las corridas del

disefio experimental, teniéndose que el recuento promedio general de concentracion bacteriana de las capsulas fue de 4,1 x 10* UFC/g.

Tabla 5 Registro de recuento microbiano de capsulas disueltas

Recuento microbiano en UFC/ g

L Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5 Corrida 6 Corrida 7 Corrida 8 Corrida 9 Corrida 10
Dilucién Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
10 73 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 86 >250
107 4 61 62 35 75 17 30 54 7 77
10+ - 6 4 3 7 2 3 10 1 4
107 - - - - 1 - - - -
6,0 x 10* 5,9 x 104 3,5x 10* 6,8 x 10* 1,7x 10* 3,0x 10* 5,8 x 10* 7,3x 10° 7,4 x 10%

Recuento 6,9 x 10°
Nota. Los recuentos de 107! no fueron tenidos en cuenta puesto que estos valores fueron mayores a 250 colonias y no se podia estimar con claridad el nimero de

colonias por placa. Fuente. Autor



Figura 8 Recuento en placa Muy Numeroso para Contar (MNPC)
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c.
Nota. Todas las fotos pertenecen a la corrida 4 (1,25% AS — 13,75% AL). La figura 8a corresponde a la placa de la
dilucién 1072; 1a figura 8b concierne a la placa de la dilucién 10y la figura 8c es de la placa de la dilucién de 10,

por lo tanto sus recuentos no fueron tenidos en cuenta puesto que estos valores eran Muy Numerosos Para Contar

(MNPC). Fuente. Autor
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De acuerdo con el analisis estadistico arrojado por el programa MINITAB, el modelo de
regresion fue estadisticamente significativo (p < 0,05), siendo el valor de p de 0,003; el
coeficiente de regresion (R?) obtenido fue de 80,59% y el alginato presentd el mayor coeficiente
dentro del modelo, lo cual implicé que a mayor concentracion de alginato, mayor recuento
microbiano en las capsulas, lo cual es confirmado en la obtencion de las graficas de rastreo de
respuesta y de optimizacion de mezcla, tomandose para esta ltima como valor maximo 7,0 x 10*
UFC/g; que corresponden a las figuras 9 y 10, que se presentan a continuacion:

Figura 9 Rastreo de respuesta
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Nota. Elaboracion propia

La figura muestra como los componentes afectaron la respuesta, en este caso, el recuento
microbiano en las cépsulas. Se observd que el alginato tuvo un efecto mas significativo que el
almidon, debido a que su concentracidon mas alta condujo a un aumento en la respuesta, lo que

indic6 un efecto positivo del alginato sobre el recuento microbiano.
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Figura 10 Optimizacion de respuesta
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Nota. Elaboracion propia

De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontré que la mejor concentracion de
componentes para realizar la encapsulacion es la solucion con 2% de alginato y 10% de almidon.
Este resultado concuerda con lo expresado por Amords (2013), quien presentd que la eficiencia
de la encapsulacion por extrusion de L. acidophilus usando mezclas de alginato al 1% con
almidén en diferentes proporciones (1,25%, 1,75%, 2%, 2,25% y 4,5%) oscilo6 entre 51,21 % y
69,39%, siendo la de mayor eficiencia la mezcla polimérica de alginato al 1% y almidon al
1,25% y la de menor eficiencia la que tenia almidon al 4,5%, exponiendo que la eficacia
disminuia conforme incrementaba la proporcion de almidon, lo cual se atribuy6 a que debido al
aumento de la cantidad almidon podia reducirse el espacio fisico interior de las perlas. Esto
también coincide con Afzaal et al (2022), quienes indicaron que la eficiencia de la encapsulacion
fue mayor con el alginato de sodio al 1,71% que con aislado de proteina de suero al 6%,

obteniendo porcentajes del 99% y 95% respectivamente.
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Tasa de Supervivencia

Una vez conocida la concentracion inicial de los indculos utilizados para la encapsulacion
y la concentracion celular de las perlas secas se procedid a calcular la eficiencia de la
encapsulacion de cada ensayo aplicando la ecuacion 2, la cual se aprecia en la tabla 6. A partir de
estos datos se elabor¢ la figura 11, que muestra los promedios de eficiencia de encapsulacion
correspondientes a los pares de corridas con igual concentracion de alginato y almidén, con sus
respectivas barras de error que representan la variabilidad entre réplicas.

Tabla 6 Eficiencia de encapsulacion de las corridas experimentales

L, .y Recuento Recuento L
Concentracion Concentracion . . . . Eficiencia de
Orden . . microbiano microbiano .,
. de alginato de almidon o . encapsulacion
Corrida Y o inicial capsulas secas o
’ ’ UFC/ g UFC/ g °
1 1,50 12,50 2,5x10° 6,9x10° 40,82
2 1,75 11,25 1,7 x10° 6,0 x 10* 51,76
3 1,00 15,00 2,0x10° 5,9 x 10* 51,30
4 1,25 13,75 3,1 x10% 3,5x 10* 43,26
5 2,00 10,00 1,1 x 10" 6,8 x 10* 48,05
6 1,25 13,75 7,4 x 10° 1,7 x 10* 42,83
7 1,75 11,25 1,6 x 10 3,0x 10* 43,93
8 1,00 15,00 7,9 x 10° 5,8 x 10* 48,10
9 1,50 12,50 1,2x10° 7,3 x 10° 38,34
10 2,00 10,00 1,8 x 100 7,4 x 10* 47,49

Nota. Elaboracion propia

Conforme a lo evidenciado en la tabla 6, ninguna de las corridas realizadas satisfizo el
requerimiento minimo de concentracion bacteriana de 10° UFC/g que deberian tener las
capsulas, debido a que el que el promedio general fue de 4,1 x 10* UFC/g que corresponde al
45,59%. En particular para la formulacion con 2% de alginato y 10% de almidon, el promedio de
encapsulacion fue del 47,77%. Asimismo, no se logr6 obtener el porcentaje de eficiencia de

encapsulacion minimo de 70% considerado como el valor de referencia, basado en diversos
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estudios que realizaron ensayos con métodos de encapsulacion fisicos, matrices y
microorganismos similares, como es el caso de Martin et al. (2013) quienes obtuvieron una

eficiencia del 97% en la encapsulacion por emulsificacion de Lactobacillus fermentum

CECT5716 usando alginato mas almidon.

Figura 11 Eficiencia de encapsulacion vs concentracion de alginato
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Nota. Elaboracion propia

De La Cruz y Teran (2013) reportaron una eficiencia de encapsulacion por extrusion con
alginato de 82% de Lactobacillus casei; mientras que (Silva et al., 2018) obtuvieron en la
encapsulacion de Lactobacillus acidophilus usando alginato, mezcla de alginato y goma laca
como material de pared y aceite de girasol como nucleo, tasas de supervivencia de 83 % por
extrusion y de 95% por coextrusion en promedio respectivamente. Mientras que en otro tipo de
productos encapsulados se presentaron resultados no tan favorables como es el caso de Lupo

et al., (2012), quienes mencionan que en la preparacion de capsulas bajo la técnica por extrusion
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del producto enziméatico comercial Flavourzyme® de Novozymes® usando matrices de alginato,
alginato-almidon y alginato-pectina sobre una solucion de calcio con y sin adicion quitosano, los
resultados mostraron una baja eficacia de encapsulacion para todas las matrices ensayadas.

Los resultados mas analogos que pudiesen compararse son los arrojados por Yin et al.,
(2024), quienes indicaron obtener tasas de supervivencia de 43,23% y 53,16% para emulsion
simple de aceite-agua y emulsiones dobles respectivamente en la encapsulacion de Lactobacillus
rhamnosus GG con adicion de prebidticos, en donde la mayor tasa de supervivencia obtenida fue
con inulina afiadida del 65,16%.

Una de la causas del bajo porcentaje de eficiencia de encapsulacion, pudo deberse a una
baja liberacion de células de las capsulas debido al método de liberacion aplicado, que en este
caso fue fisico, maceracion en mortero, y no quimico como es habitual al usar soluciones que
disuelvan el alginato como la solucion tampdn fosfato salino (PBS); este método aunque rompe
las perlas formadas, no garantiza la total liberacion celular ni la ausencia de dafio al
microorganismo; debido a que durante la friccion puede afectarse la viabilidad celular, porque la
presion fisica puede dafiar la membrana celular.

Los microorganismos probidticos pueden sufrir varios tipos de estrés, como el térmico,
osmotico, oxidativo y otros, los cuales inducen lesiones en multiples sitios celulares, como la
membrana citoplasmatica, los ribosomas y los cromosomas, lo que ocasiona la desactivacion de
las células (Liu et al., 2018), para este caso se descarta que la disminuida eficiencia de
encapsulacion fuera debido a estrés térmico durante los ensayos, debido a la baja temperatura de
secado (Soukoulis et al., 2014), la cual no supero los 60 °C. Sin embargo, es importante
considerar que la cepa utilizada podria haber sufrido de estrés térmico previamente durante su

produccion industrial; asimismo el estrés osmotico también podria haber influido en los
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resultados obtenidos, dado que la cepa utilizada pudiese ser sensible a esta condicion o haber
sufrido la misma durante su obtencion industrial; ademas de que la concentracion de almidon
(igual o superior al 10%) pudiese ayudar a generar una deshidratacion en las células, teniendo en
cuenta que la concentracion mas adecuada de este componente fue la de menor valor, lo cual es
consistente con lo expresado anteriormente por Amords (2013).

Caracteristicas de las Capsulas

Respecto a la morfologia de las capsulas obtenidas se encontroé que aunque su forma
inicial, era més de tipo esférica, una vez se secaban tendian a ser més ovaladas y en algunos
casos un poco mas alargadas, e incluso se formaron algunos granulos compuestos de varias
esferas, debiéndose esto a la agrupacion de las mismas y posible falta de movimiento durante el
secado, es decir, que durante el proceso de secado, aquellas capsulas que se pudieron supervisar
dentro de las primeras 12 horas y se estuvieron moviendo con regularidad para evitar la adhesion
entre ellas presentaron una forma final mas esférica que ovalada.

Ademas aunque el color de las capsulas en el momento de la encapsulacion siempre fue
blanquecino, durante el secado este vario desde el blanco palido pasando al blanco opaco y/o a
blanco hueso y ligeramente crema claro e incluso hubo algunas microcapsulas que adquirieron
tonalidades amarillas/marrones, la diferencia en tonalidades es apreciable en las figuras 12a, 12b
y 12¢; notandose que aparentemente a mayor concentracion de almidon mas oscuro el color; lo
cual se pudiera justificar con un posible proceso de descomposicion de azucares reductores
presentes en el almidon y/o en el alginato, el cual puede pronunciarse mas en presencia de
humedad.

También pudo deberse a la variacion del contenido celular presente en las cépsulas; a la

presencia de trazas del medio de cultivo MRS, el cual, a pesar de ser eliminado en su gran
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mayoria, en el momento de la adicion del precipitado celular a la solucién de encapsulacion es
posible que se hayan ido junto con la muestra algunos microlitros del caldo, haciendo que las
esferas quedaran ligeramente mas oscuras unas a otras.

Figura 12 Variacion de color de las microcapsulas

b. C.

Nota. La figura 12a corresponde al orden de corrida 1 (1,5%AS — 12.5%AL); la figura 125 corresponde a la corrida
2 (1,75%AS — 11.25AL) y la figura 12¢ corresponde a la corrida 5 (2%AS — 10%AL). Entre unas y otras se aprecia
una ligera variacion en la tonalidad blanca y aunque la mayoria de las capsulas tenian forma esférica bien definida

previo al secado, después de esta se perdio la definicion y tienden mas a ser ovaladas. Fuente. Autor
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Con relacion al aspecto las microcapsulas, mientras estan himedas presentan una forma
predominantemente esférica y de bordes redondeados, pero una vez secas presentaron una
apariencia seca y rugosa, siendo mas notorio en algunas que en otras, lo cual puede observarse en
las figuras 13, 14a y 14b que muestran la forma de las cépsulas vistas desde el microscopio
optico Olympus, el microscopio electrénico BioBlue Digital y el estereoscopio StereoBlue S.

Figura 13 Morfologia de cdapsula vista en un microscopio optico

Nota. La figura corresponde a una capsula de orden de corrida 10 (2% AS-10% AL), se aprecia forma ovalada, de

bordes definidos y aspecto ligeramente rugoso. Fuente. Autor

Figura 14 Morfologia de capsulas vistas en un microscopio y estereoscopio electronicos

Nota. Las figuras corresponden a capsulas de orden de corrida 10 (2% AS-10% AL), la figura 144 fue obtenida con

el microscopio electronico, observandose una capsula de forma esférica, de bordes definidos y lisos; mientras que
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las capsulas de la figura 145 fueron exploradas con el estereoscopio electronico, apreciandose formas irregulares

diferentes tanto esféricas como ovaladas y de borde liso. Fuente. Autor

Respecto al tamafo, las capsulas himedas midieron entre 2 a 4,5 mm, luego del secado y
medidas con el estereoscopio oscilaron entre 1,0 y 2,0mm en promedio, lo cual de acuerdo con
Amords (2013) y Vega (2017) es un buen tamafio para la técnica empleada, en este caso la
extrusion, puesto que segun los autores generalmente el tamafio ronda entre los 2 y 5 mm, y se ve
afectado por el didmetro del orificio de goteo, en este caso de la aguja utilizada; la velocidad de
goteo, la altura de caida, la concentracion, temperatura y velocidad de flujo de la solucion
endurecedora .

Liberacion de Lacticaseibacillus rhamnosus de las Capsulas Expuestas a pH 1y 2

El recuento celular original de bacterias probioticas encapsuladas fue en promedio de
4,86 log UFC/g como se muestra en la figura 15, donde se presentaron los resultados obtenidos
de las pruebas de viabilidad realizadas a las capsulas formadas con 2% AS 'y 10% de AL,
sometidas a condiciones de jugo gastrico simulado (JGS) in vitro a diferentes tiempos de
permanencia.

En ésta se evidencid que dentro de los primeros 30 minutos del ensayo la viabilidad de
las células encapsuladas expuestas a los valores de pH indicados tuvo una reduccion de 1,73 log
UFC/gy 1,14 log UFC/g, lo cual corresponde a una pérdida de mas del 99% de células viables
en ambos casos; transcurrido el tiempo maximo de exposicion no se evidencio crecimiento
microbiano en las placas sembradas con MRS, lo que indica que ninguna bacteria sobrevivioé al
ensayo, a pesar de que L. rhamnosus es conocido por su fuerte resistencia a condiciones acidas,
lo cual implicaria que la formulacion utilizada como material de pared no proporciono la

suficiente proteccion a las células encapsuladas. Este resultado de reduccion de mas del 90% de
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viabilidad del lactobacilo, concuerda con lo reportado por Amoros (2013), quien describid que
en un ensayo de prueba sometiendo a L. acidophilus encapsulado en una matriz de alginato al
1% y almidon al 1,25% a jugo géstrico simulado a pH 2 durante 45 y 90 minutos se obtuvo una
reduccion de 1 log y 3 log UFC/g respectivamente, partiendo de una concentracion inicial
superior de 1x10° UFC/g, es decir, que la células retenidas que conservaron su viabilidad fue
aproximadamente del 20% a los 45 minutos y practicamente nula a los 90 minutos.

Figura 15 Supervivencia de L. rhamnosus encapsulado expuesto a pH 1 y 2
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Nota. Los puntos representan el promedio de dos réplicas, y las barras de error indican la desviacion estandar
calculada sobre los valores transformados (logi). Debido al numero limitado de réplicas, estos datos deben

interpretarse con precaucion y no se consideran estadisticamente significativos. Fuente. Autor

.A partir de los resultados obtenidos el investigador procedid a incrementar la proporcion
de almidon a 1,75%, 2%, 2,25% y 4,5% manteniendo constante la concentracion de alginato
(1%), encontrando que transcurridos los 90 minutos de exposicion a JGS para todos los ensayos,

la cantidad de bacilos viables descendi6 por debajo de 107 UFC/g, excepto el que contenia 1,75%
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de almidon, el cual se conservo por encima de ese umbral. Asimismo se evidencid un incremento
en la viabilidad celular al incrementar la proporcion de almidén por encima del 1,25%, aunque
superando el 2% el comportamiento fue variable y no mantuvo la misma correlacion.

Resultados analogos pero mas favorecedores presentaron (Silva et al., 2018), quienes
evaluaron la viabilidad de L. acidophilus encapsulado por extrusion en matrices de alginato y
alginato-goma laca, en fluido gastrico simulado a pH 1,8 durante 120 min de exposicion seguido
de fluido intestinal simulado a pH 6,5 durante 180 min, obteniendo una reduccion proxima de 2
log UFC/g para ambos casos, partiendo de una concentracion celular inicial cercana a los 8 log
UFC/g. Sin embargo al adicionar a aceite de girasol a ambas matrices, y sometiendo a las
mismas condiciones de simulacidn, se obtuvo una reduccion de aproximadamente 1,4 y 0,9 log
UFC/g, respectivamente, lo cual indicé que la matriz lipidica minimiz6 la exposicion de los
probidticos a las condiciones gastrointestinales, mejorando su supervivencia.

Lo anterior confirm6 que el JGS redujo significativamente la viabilidad de los
microorganismos evaluados. Sin embargo, es importante considerar que la magnitud de esta
reduccion debe analizarse en funcidn de la concentracion celular inicial presente en las cépsulas,
puesto que una disminucion cercana al 99% no necesariamente impide el cumplimiento del
objetivo de la encapsulacion, siempre que la concentracion final supere las 10° UFC/g,
considerada como el umbral minimo para ejercer un efecto probidtico; en este caso como la
concentracion bacteriana inicial era inferior a 10° UFC/g, no fue posible alcanzar una cantidad
viable suficiente tras la exposicion al JGS.

Los resultados negativos obtenidos en este ensayo cobran relevancia teniendo en cuenta
que el tiempo de permanencia de los alimentos en el estomago de las aves de corral, es variable y

estd relacionado con diferentes factores como la edad, el peso, el estado de salud del animal, el
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tipo de alimento, entre otros (Angel et al., 2013; Rodrigues y Choct, 2018), lo cual implica que si
las capsulas no son viables después de 2 h que es el tiempo promedio maximo que demora en
llegar el alimento al intestino, entonces no se cumple el objetivo de la encapsulacion, que es
proteger a los microorganismos viables hasta su liberacion en el sitio de accion.

Respecto a la morfologia de las colonias, el tamafio y la forma de las éstas después de
haberse sometido al JGS, difiri6 de las colonias obtenidas en condiciones normales, siendo
mayoritariamente pequefias e irregulares en su forma y sus bordes, ademds de que su crecimiento
no fue homogéneo sino mas bien disperso y en algunos casos aglomerado en algin sector de la
placa de Petri, como se aprecia en la figura 16, es decir, la cepa suftrio estrés acido afectando su
morfologia y posiblemente otras caracteristicas, lo cual concuerda con lo descrito por Stage et al.
(2020), quienes exponen que LGG al estar sujeto a estrés puede conducir a mayores tasas de
mutacion y recombinacion.

Figura 16 Morfologia de las colonias después de ser sometidas a condiciones dcidas
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Nota. Nota. Todas las fotos pertenecen a las muestras de pH 2 y a la dilucién 107!, La figura 16a corresponde a la

muestra de los 30 min; la figura 165 a la de los 60 min y la figura 16¢ a la de los 90 min. Fuente. Autor

Ademas, Biswas et al. (2019) informan que estudiaron una cepa mutante de L. rhamnosus
LRB sensible al estrés acido, la cual tenia alterado aproximadamente el 15% de su proteoma, y
ademads presentaba sensibilidad a otros tipos de estrés como el osmotico, térmico y a sales
biliares. Asimismo, la exposicion de LGG a un pH de 4,5 durante 1 o 24 h genera una respuesta
transcriptomica rigurosa, donde los genes relacionados con la respuesta al estrés y la glucdlisis se
sobreexpresaron suprimiendo los genes involucrados en la gluconeogénesis, el metabolismo de
aminoacidos y el metabolismo de nucleoétidos (Bang et al., 2018).

En el JGS a pH 2, las c4psulas presentaron un rapido crecimiento en volumen por
hinchazén durante los primeros 30 minutos, estabilizandose a los 60 min; mientras que en el JGS
de pH1 si bien es cierto las capsulas también se hincharon se evidenci6 que su tamafio y volumen

era menor al del pH 2; al final del ensayo mientras que las capsulas sometidas a pH 2 no
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disminuyeron de 1mm, las de pH 1 alcanzaron a bajar hasta los 0,6 mm, es decir, tuvieron una
mayor corrosion y desintegracion.

La baja supervivencia microbiana a las condiciones acidas pudo deberse a un inadecuado
o insuficiente lavado de las capsulas para el retiro de la solucion acida durante los tiempos de
muestreo, haciendo que en el momento de la maceracion las células liberadas entraran en
contacto con sustancias agresivas, en este caso residuos de HCI, que incidieron en su
crecimiento.

También pudo deberse a la falta o inadecuado relleno de la porosidad del alginato, la cual
permite la permeacion de oxigeno y humedad (Jumazhanova et al., 2023), estd propiedad mejora
cuando el alginato se suplementa con alglin otro componente, en este caso el almidon, que debid
haber cumplido esta funcion pero se evidencid que no fue asi; posiblemente porque el utilizado
no tenia modificaciones quimicas; su escasa ayuda como barrera efectiva pudo deberse a su
sensibilidad a condiciones de pH bajo, lo cual hace que se hinche o se disuelva parcialmente,
permitiendo la difusion del acido al nticleo de la capsula; asi como a las condiciones de
cizallamiento extremo (maceracion de las perlas) (Agagiindiiz et al., 2023). Lo anterior es
consistente con lo descrito por Hoh et al. (2021), quienes explicaron que con la adicion de
almidon resistente gelatinizado al 2% y goma xantana al 0,3 % a una solucion de alginato de
sodio al 1,5% se mejoro la eficiencia de encapsulacion de L. rhamnosus GG (LGG) pasando de
21,31% (cuando era solo alginato) a 84,67%, y que este porcentaje se elevo a partir del uso del
almidén como aditivo de relleno.

El uso de almidon modificado como componente en sistemas de liberacion probiotica

representa propiedades funcionales superiores frente a otros tipos de almidén asi como una
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mayor estabilidad en condiciones gastrointestinales y actia como un agente prebidtico mas
eficiente (Agaglindiiz et al., 2023), por lo cual debi6 haber sido la eleccion mas adecuada.
Ademas, a pH 2 el alginato presenta una hidrolisis acida que convierte los grupos -COO-
en -COOH-, debilitando la red de gel puesto que la atraccion electroestatica entre los grupos Ca**
y -COO- en la union de caja de huevo desaparece, haciendo que las perlas se desintegren
(Jumazhanova et al., 2023), y es lo que hace que se dé una liberacion prolongada en el intestino;

por eso es importante que el componente con cual se mezcle el alginato ayude a la formacion de

una barrera eficaz, para que esta desintegracion sea controlada.
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Conclusiones

La concentracion bacteriana inicial procedente de los sobres de Bioflor fue adecuada y
cumplio holgadamente con los requerimientos terapéuticos minimos (10® UFC/g), cumpliendo
con una correcta activacion y conservacion del probidtico en esta forma. Sin embargo, el
contraste con la concentracion bacteriana promedio final en las cépsulas evidenci6 una pérdida
significativa de viabilidad microbiana durante el proceso de encapsulacion. Este descenso estuvo
probablemente relacionado con multiples factores, entre ellos, la metodologia empleada para
liberar las células encapsuladas (maceracion fisica), la naturaleza de los materiales de pared, y el
estrés al que las células pudieron haber sido sometidas en distintas fases del proceso.

Entre las distintas proporciones de alginato y almidon evaluadas, la mezcla que mostrd
mayor eficiencia fue la compuesta por 2 % alginato y 10% almidon, alcanzando una eficiencia de
encapsulacion de 47,77%. A pesar de ser el mejor resultado obtenido, este valor es considerado
bajo en comparacion con estudios similares reportados en la literatura, donde alcanzaron
eficiencias superiores al 70%, por lo que la matriz empleada no cumplié adecuadamente con los
requerimientos de encapsulacion esperados. La falta de una formulacion mas solida limita la
aplicabilidad del sistema en contextos industriales o terapéuticos.

La concentracion de alginato mostr6 una relacion positiva con el recuento de colonias,
indicando que su papel como agente encapsulante fue determinante en la retencion de viabilidad
bacteriana; sin embargo, su efectividad fue limitada por factores como la aparente porosidad de
la matriz, su sensibilidad al pH 4cido y la ausencia de un coencapsulante mas eficaz, como

almidones modificados u otros polimeros que permitieran mejorar la estabilidad estructural.
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Para las diferentes corridas experimentales, las perlas formadas presentaron formas
predominantemente esféricas y ovaladas, con bordes lisos y definidos principalmente, siendo el
color crema el caracteristico. La falta de movimiento, refiriéndose a la separacion de unidades,
durante el secado provocd que muchas capsulas quedaran adheridas entre si, formandose
granulos de multiples perlas, lo que afectdé negativamente la uniformidad del producto.

Durante el tratamiento gastrico simulado, las perlas presentan un rapido hinchamiento
entre los 30 y 60 minutos, estabilizdndose al finalizar este ultimo tiempo. Las capsulas sometidas
a pH 1 presentaron mayor corrosion y pérdida de tamafio en comparacion con las que fueron
sometidas a pH 2. A los 30 minutos de exposicion a condiciones acidas las perlas habian perdido
el 99 % de su viabilidad celular. El tratamiento gastrico afect6 significativamente la resistencia
de la matriz encapsulante, suprimiendo su efecto protector. No se detectaron células viables
pasados los 120 minutos de exposicion de simulacion gastrica que es el tiempo promedio
maximo del paso del alimento por el estdbmago de las aves de corral, evidenciandose la ineficacia
de la formulacion para proteger los microorganismos encapsulados frente a condiciones gastricas
extremas. Esta falla compromete directamente la viabilidad del producto como vehiculo eficaz

para la liberacion controlada de probidticos en el tracto digestivo.
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Recomendaciones

Conforme a los resultados obtenidos de este estudio se considera necesario reformular la
matriz encapsulante. Por lo cual se recomienda para futuras investigaciones el uso de almidones
modificados, puesto el almidon convencional mostr6 una eficacia limitada en las condiciones
evaluadas. Asimismo, es pertinente explorar la incorporaciéon de gomas naturales o un material
de pared de naturaleza lipidica con el fin de mejorar la proteccion estructural de la capsula 'y
aumentar la viabilidad de los microorganismos durante su paso por condiciones gastricas
simuladas.

En caso de disponibilidad, emplear un sistema de extrusion por goteo automatizado o
semiautomatizado para facilitar la produccion de las perlas homogéneas en tamafio y forma,
mejorando asi la reproducibilidad del ensayo. Este tipo de sistema también reduce la variabilidad
humana y facilita el escalado del proceso.

Ejecutar la encapsulacion partiendo de una concentracion bacteriana inicial igual o
superior a 10'° UFC/g, con el fin de asegurar una concentracion final viable tras la exposicion a
condiciones adversas.

Implementar movimientos periddicos y controlados de separacion de las capsulas durante
el proceso de secado para evitar su aglomeracion, favorecer una distribucion uniforme en la
superficie de secado, minimizar la coalescencia y beneficiar la conservacion de la forma esférica
de las perlas, mejorando asi la calidad del producto final.

Para mejorar la eficiencia de recuperacion de bacterias viables procedentes de las
capsulas, se recomienda sustituir o complementar la maceracion fisica utilizando soluciones

quimicas especificas como solucion tampoén fosfato salino (PBS) evaluando diferentes
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concentraciones, intentando conseguir una liberacion mas completa y menos agresiva, evitando

la destruccion mecanica de las células encapsuladas y optimizando la estimacion de la viabilidad.
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