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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL), como Lactobacillus delbrueckii, son relevantes en
sanidad y produccion animal por su capacidad de modular la microbiota intestinal y mejorar su
capacidad absortiva. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del encapsulado de L.
delbrueckii en alginato de sodio sobre su supervivencia en condiciones ambientales. Se utilizo
el método de extrusion con concentraciones de alginato al 1 %, 2 % y 3 %. Se evaluaron
caracteristicas fisicas de las capsulas (morfologia, consistencia y humedad) para seleccionar la
concentracion optima en una fase preliminar. La cantidad de capsulas por mL, la eficiencia de
encapsulacion (EE %) y la supervivencia bacteriana se determinaron a 0, 1, 2 y 3 semanas. La
viabilidad se evalué mediante siembras en medio MRS, con recuento de unidades formadoras
de colonia (UFC/g) a las 72 h de incubacién, considerando una dilucién 10 y transformacion
logl0 (UFC + 1) para analisis estadistico (Shapiro—Wilk, Jamovi v.2.3). El alginato al 2 %
produjo cépsulas esféricas, firmes y uniformes, con menor deformacion estructural, y una
eficiencia de encapsulacion de 79.49 % + 1.01. La viabilidad de L. delbrueckii se mantuvo hasta
la segunda semana y disminuy6 significativamente en la tercera, evidenciando la eficacia
temporal del encapsulado y la influencia de la integridad fisica de las capsulas en la proteccion
bacteriana. Se concluye que la encapsulacion en alginato de sodio al 2 % permite conservar la
supervivencia de L. delbrueckii hasta por dos semanas en condiciones ambientales, siendo utiles

para ser usado en suplementos probioticos para animales de produccion y compaiia.

Palabras clave: Lactobacillus delbrueckii, encapsulacion, alginato de sodio, supervivencia,

probiotico.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB), such as Lactobacillus delbrueckii, are relevant in animal health and
production due to their ability to modulate the intestinal microbiota and improve absorptive
capacity. The aim of this study was to evaluate the effect of L. delbrueckii encapsulation in
sodium alginate on its survival under environmental conditions. The extrusion method was used
with alginate concentrations of 1%, 2%, and 3%. Physical characteristics of the capsules
(morphology, consistency, and moisture content) were assessed to select the optimal
concentration in a preliminary phase. The number of capsules per mL, encapsulation efficiency
(EE%), and bacterial survival were determined at 0, 1, 2, and 3 weeks. Viability was evaluated
by plating on MRS medium, with colony-forming unit (CFU/g) counts after 72 h of incubation,
considering a 10~* dilution and log10 (CFU + 1) transformation for statistical analysis (Shapiro—
Wilk, Jamovi v.2.3). The 2% alginate produced spherical, firm, and uniform capsules with less
structural deformation, and an encapsulation efficiency of 79.49% + 1.01. The viability of L.
delbrueckii was maintained up to the second week and decreased significantly in the third week,
demonstrating the temporary effectiveness of encapsulation and the influence of the physical
integrity of the capsules in bacterial protection. It is concluded that encapsulation in 2% sodium
alginate preserves the survival of L. delbrueckii for up to two weeks under environmental
conditions, making it useful for probiotic supplements intended for production and companion

animals..

Keywords: Lactobacillus delbrueckii, encapsulation, sodium alginate, survival, probiotic.



INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos grampositivos
ampliamente distribuidos en ambientes naturales, alimentos fermentados y el tracto
gastrointestinal de animales y humanos (Giraffa, 2004). Entre ellas, Lactobacillus delbrueckii
se distingue por su capacidad para sintetizar metabolitos bioactivos, contribuir equilibrio de la
microbiota intestinal y favorecer procesos digestivos, impactando positivamente en la salud y
el rendimiento productivo de animales de produccion y compaiiia (FAO/WHO, 2002; Sanders
etal., 2019). Estas caracteristicas funcionales hacen que las BAL sean herramientas estratégicas
en medicina veterinaria para mejorar la digestion, la estabilidad intestinal y el bienestar animal

en distintos sistemas de produccion.

A pesar de sus beneficios, la viabilidad de L. delbrueckii es altamente sensible a factores
ambientales como temperatura, pH, actividad de agua y estrés oxidativo durante
almacenamiento y procesamiento (Cook et al., 2012). La reduccion significativa de unidades
formadoras de colonia (UFC) compromete su funcion bioldgica, limitando su eficacia y los
efectos esperados en el huésped animal (Kailasapathy, 2006; Tripathi & Giri, 2014). Por ello,
se requiere implementar estrategias tecnoldgicas que protejan a las BAL frente a condiciones

adversas y aseguren una mayor supervivencia hasta su administracion.

La microencapsulacion mediante matrices biopoliméricas, como el alginato de sodio, se
presenta como una alternativa efectiva para preservar la viabilidad bacteriana (Anal & Singh,
2007). Esta técnica permite formar microcapsulas que actian como barreras protectoras frente
a agentes fisicos y quimicos adversos, facilitando la liberacion controlada de las bacterias y
mejorando su estabilidad durante el almacenamiento. Estudios previos han demostrado que la
efectividad de la encapsulacion depende de variables como la concentracion de alginato, el

método de encapsulacion y las condiciones de almacenamiento (Krasaekoopt et al., 2003).

En el presente estudio se evalud el efecto del encapsulado de Lactobacillus delbrueckii
en alginato de sodio a concentraciones de 2 %, sobre la supervivencia bacteriana en condiciones
ambientales propias de Ayacucho, la concentracion de alginato al 2% fue seleccionada luego de
una fase preliminar. Para la encapsulacion se emple6 el método de extrusion utilizando una
solucioén de gluconato de calcio al 10 % y 2 M. Se evaluaron la morfologia, consistencia y

humedad de las capsulas, asi como la supervivencia de L. delbrueckii mediante siembra en



medio MRS y conteo de UFC/g a las semanas 0, 1, 2 y 3 de almacenamiento a temperatura
ambiente. Los resultados preliminares mostraron que la viabilidad inicial fue de 6.47 Log
UFC/g en la semana 0, disminuyendo a 5.24 Log UFC/g en la semana 1 y a 4.58 Log UFC/g
en la semana 2, mientras que en la semana 3 no se observaron bacterias viables (0.00 Log
UFC/g). Los datos de supervivencia fueron analizados para normalidad utilizando el software

The jamovi project (2022), version 2.3.

Esta investigacion busca contribuir al desarrollo de tecnologias accesibles y efectivas
que mejoren la estabilidad y funcionalidad de las BAL, facilitando su aplicacion en la industria
alimentaria animal local y regional. El trabajo se realizard en el laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia Veterinaria de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, Distrito y Provincia de Ayacucho, Departamento de

Ayacucho, Peru.
Objetivo general

- Evaluar el efecto del encapsulado de bacterias acido lacticas (Lactobacillus delbrueckii)
en alginato de sodio sobre la supervivencia en condiciones ambientales.

Objetivos especificos

- Determinar la concentracion de alginato de sodio para la encapsulacion de bacterias
acido lacticos (Lactobacillus delbrueckii) en una concentraciéon estdndar sobre la
supervivencia en el ambiente.

- Determinar la cantidad de capsulas por mL obtenidas en una concentracion estandar de
bacterias acidas lacticas (Lactobacillus delbrueckii) para determinar su calidad a 0, 1,
2, 3 semanas.

- Determinar la supervivencia en el ambiente a 0, 1, 2, 3 semanas de las bacterias acido
lacticas (Lactobacillus delbrueckii) en una concentracion estandar, encapsuladas en

alginato de sodio.



CAPITULO1

MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes

De acuerdo con Lee & Heo (2000), “Supervivencia de Bifidobacterium longum inmovilizado
en esferas de alginato de calcio en jugos gastricos simulados y solucidon de sales biliares™ en el
Departamento de Ingenieria Bioldgica, Universidad de Inha, Incheon, Corea. Evalud la
supervivencia de dos cepas de Bifidobacterium longum encapsuladas en de alginato de calcio
con diferentes concentraciones (2, 3 y 4%) y diametros de aguja de 20 G. Las céapsulas se
produjeron por el método de extrusion. La mezcla fue expulsada hacia una solucion de CaCl2
a 0.1 M. Se produjeron cépsulas de tamafio grande, mediano y pequefio con didmetros de 1,03;
1,75 y 2,62 mm. Los resultados evidenciaron que mayores concentraciones de alginato y un
incremento en el tamafio de las capsulas reducen la mortalidad microbiana. Asimismo, el
estudio resalta la eficacia de la inmovilizacion en alginato con el proposito de mejorar la
supervivencia de los probiodticos durante su paso por el tracto gastrointestinal y aporta una
herramienta util para optimizar sistemas de encapsulacion en alimentos funcionales y productos
farmacéuticos. Ademas, se sefala que la resistencia varia entre cepas, por lo que los parametros
del modelo deben ajustarse especificamente. En conjunto, la investigacion constituye una base
técnica relevante para el disefio de sistemas encapsulados que aseguren la supervivencia y

funcionalidad de probidticos en aplicaciones practicas.

Del mismo modo, Parthiban et al., (2006), “Estabilidad de Lactobacillus reuteri en
diferentes tipos de microcapsulas” en Canada. Evalud la encapsulacion invidual de cinco cepas
de L. reuteri, utilizando: alginato al 3 % (p/v); alginato al 2 % (p/v) con almidon al 2 % (p/v);
B-carragenano al 1,75 % (p/v) junto con 0,75 % (p/v) de goma de algarrobo (LBG); y una
mezcla de xantano al 1 % (p/v) con gellan al 0,5 % (p/v). La extrusion se realiz6 a través de una
aguja de jeringa 21G hacia una solucion de CaClz 0,5 M y emulsion en sistema de agua y aceite.
Lo resultados reportados por los autores indican que el tamafio y la morfologia de las capsulas
variaron segun el material y el método empleado. Con extrusion, los didmetros oscilaron entre
2 y 4 mm; las cépsulas de alginato y alginato con almidon fueron mas esféricas y homogéneas,
mientras que las demds presentaron formas menos regulares. Respecto a la viabilidad, las
células libres mostraron una disminucion significativa tras la exposicion a jugo gastrico

simulado (pH 1,5) durante dos horas. La encapsulacion increment6 notablemente la



supervivencia en todas las formulaciones. Las capsulas de alginato y alginato con almidon
obtenidas por extrusion ofrecieron la mayor proteccion frente al acido géstrico. En cambio, las
formulaciones con B-carragenano o xantano con gellan fueron menos eficaces. En conclusion,
tanto la naturaleza del polimero como la técnica de encapsulacion influyen en la capacidad
protectora sobre L. reuteri, destacandose el alginato, especialmente combinado con almidén y
preparado por extrusion, como el sistema mas eficiente bajo condiciones simuladas de estrés

acido.

Rosas-Ledesma et al., (2012), en su trabajo de investigacion titulada “Cépsulas de
alginato de calcio para la administracion oral de bacterias probidticas en peces: evaluacion de
las condiciones Optimas de encapsulacion.” hecho en el Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Malaga, Malaga, Espafia, el presente trabajo se evaluo
diferentes concentraciones de alginato (1%, 2%, 3% y 4% p/v) y CaClz (0,5%, 1%, 2% y 3%
p/v) para determinar las condiciones 6ptimas de preparacion de las capsulas. La encapsulacion
se realizo por la técnica de goteo con una aguja de 16 G a una altura de caida de 7 cm para
garantizar la formacion de gotas esféricas y permanecieron en la solucion de CaCl. durante 30
minutos y luego se transfirieron a una solucidn salina. Ademas, se analizo la influencia de la
temperatura de almacenamiento y el paso a través del tracto gastrointestinal (TGI) de peces en
la viabilidad de los probioticos. Los resultados muestran que el tamafio de las cépsulas se
incrementa proporcionalmente a la concentracion de alginato asi mismo se observo que el
contenido bacteriano de las capsulas se reducira a medida que aumentara la concentracion de
calcio. También indica, que las cépsulas conservadas a 4 °C durante al menos un mes,
manteniendo tasas de supervivencia por encima del 90%. En cambio, al almacenarse a 22 °C,
las capsulas experimentaron una pérdida de viabilidad del 40% en un plazo de 30 dias,
independientemente del contenido de alginato o calcio. La pérdida de viabilidad observada a
22°C ocurri6 mas rapidamente (en 3 dias) para las bacterias encapsuladas en cépsulas con
mayor contenido de calcio (2% y 3%), mientras que los probidticos encapsulados en capsulas
con menor concentracion de calcio mostraron tasas de inactivacion mas bajas. Por ultimo, se
confirma que los probidticos encapsulados mantienen su viabilidad al atravesar el tracto

gastrointestinal de los peces.



Défas & Moreira (2017), realiza el siguiente trabajo, “Evaluacion de alginato de sodio
en la encapsulacion de Lactobacillus plantarum en yogur sin sabor” en el Laboratorio de
Anadlisis de Alimentos y el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano de la
Escuela Agricola, Honduras. El estudio tuvo como objetivo evaluar la encapsulacion de
Lactobacillus plantarum en alginato de sodio mediante el método de extrusion para mejorar su
estabilidad en yogur natural. Se utilizo alginato al 2 % (p/v) y se hizo pasar a través de una
aguja de 22G sobre la solucion de CaCl: 100 mM. Las céapsulas obtenidas presentaron un
diametro promedio de 2,19 + 0,20 mm y una eficiencia de encapsulacion aproximada del 76 %.
En la simulacion del tracto gastrointestinal, durante seis horas, se observo una disminucioén
significativa del peso en la etapa géstrica, aunque las capsulas conservaron su integridad
estructural en las fases posteriores, concluyen que la encapsulacion con alginato al 2 %
empleando extrusion con aguja 22G generd capsulas esféricas de aproximadamente 2,2 mm
capaces de proteger eficazmente a L. plantarum frente a condiciones gastrointestinales
simuladas y durante el almacenamiento en yogur. Sin embargo, el didmetro obtenido resulto
inadecuado para evitar su deteccion sensorial, por lo que se sugiere reducir el tamafio de

particula para mejorar su aplicabilidad tecnologica.

Sancho, (2019). En su trabajo “Evaluacién de la supervivencia de Lactobacillus
acidophilos encapsulado con diferentes concentraciones de alginato” realizado en Universidad
Miguel Hernandez de Elche, Espafia. En este estudio tuvo como objetivo encapsular
Lactobacillus acidophilus mediante la técnica de extrusion utilizando distintas concentraciones
de alginato (2, 4 y 6 %) con el fin de evaluar su efecto protector. Se utilizo una aguja de 21 G
y una solucion de CaCl. al 0.1 M. Los resultados evidenciaron que el aumento en la
concentracion de alginato generd cépsulas con mayor resistencia mecanica y estructura mas
compacta, aunque también con mayor didmetro. Asimismo, el uso de agujas de mayor calibre
produjo capsulas de mayor tamafio, mientras que agujas mas finas permitieron obtener
particulas mas pequenas y relativamente mas uniformes. Los didmetros tuvieron variaciones
entre 2.49 mm a 2.66 mm.. La eficiencia de encapsulacion fue de 89.8 % a 100 %, obteniéndose
mayor eficiencia a mayor concentracion de alginato. Respecto a la supervivencia de durante la
digestion in vitro, las capsulas elaboradas con 6 % de alginato mostraron la menor disminucion
de viabilidad. Finalmente propone considerar el uso de capsulas elaboradas con 6 % de alginato

en estudios posteriores donde se incorporen a alimentos, evaluando su compatibilidad,



estabilidad durante el almacenamiento y asegurando una liberacion controlada en el momento

oportuno.

Azam et al., (2020). En su trabajo de investigacion titulada, “Sistema de encapsulacion
biopolimérica basado en prebiodticos para mejorar la supervivencia de Lactobacillus rhamnosus:
encapsulacion de L. rhamnosus basada en prebidticos para incrementar su viabilidad”.
Desarrollado en el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Universidad
de Agricultura de Faisalabad, Faisalabad, Punjab, Pakistan. En el presente trabajo se evaluo la
supervivencia in vitro de Lactobacillus rhamnosus encapsulados en fructooligosacaridos (FOS)
extraidos a partir de cascara de platanos y alginato de sodio (SA) al 2 %. Se empelaron en
diferentes proporciones: MO (100 % SA), M1 (75 % SA + 25 % FOS), M2 (50 % SA + 50 %
FOS), M3 (25 % SA + 75 % FOS) y M4 (100 % FOS). El método de encapsulacion utilizado
fue la técnica de extrusion, con aguja de distintos calibres (24, 25 y 27 G), depositadas en una
solucion de CaCl: 0,4 M. En este trabajo de investigaciéon se tuvo una eficiencia de
encapsulacion del 84 £+ 1%. Con respecto al diametro de las cépsulas estuvo influenciado tanto
por la relacion entre alginato de sodio (SA) y fructooligosacaridos (FOS) como por el calibre
de la aguja empleada. El menor tamafio se registré en la formulacion M3 (25% SA + 75% FOS)
utilizando una aguja de 24 G, mientras que el mayor diametro correspondi6 a la formulacion
M1 (75% SA + 25% FOS) cuando se emple6 una aguja de 27 G. Finalmente se concluye que
la encapsulacion de Lactobacillus rhamnosus mediante una mezcla de fructooligosacaridos
(FOS) y alginato de sodio (SA) incrementd de manera significativa la viabilidad del probidtico
tanto en condiciones gastrointestinales simuladas como durante el almacenamiento. Esta
combinacion con efecto prebidtico constituye una estrategia natural y efectiva para proteger y

favorecer una liberacion controlada de microorganismos probidticos.

1.2. Base teorica

1.2.1. Probioticos

Los probidticos son microorganismos vivos que, en cantidades adecuadas, benefician la
salud la salud del organismo que los hospedan (Gasbarrini et al., 2016), estableciéndose como
una alternativa natural a los antibidticos utilizados como promotores de crecimiento en
animales, ya que favorecen la digestion, el aumento de peso y la conversion alimenticia sin

efectos secundarios (Ramirez et al., 2013). Actualmente, los probiodticos se emplean en



alimentos, medicamentos y suplementos ha demostrado eficacia en la prevencion y tratamiento

de enfermedades digestivas, hepaticas, autoinmunes y 6seas. (Rappaccioli Salinas et al., 2021).

El término probidticos, viene del griego, donde "pro" significa "a favor" y "biotico" se
refiere a "vida" (Pacheco Martinez et al., 2023), este concepto fue usado por el cientifico aleman
Werner Kollath en 1953 para describir a “sustancias activas esenciales para un desarrollo
saludable de la vida”. Posteriormente, Lilly y Stillwell (1965) utilizaron esta palabra en un
sentido distinto, describiéndola como “sustancias producidas por un organismo que favorecen
el crecimiento de otro” (Gasbarrini et al., 2016). De manera mas especifica, Fuller, en 1992,
describio los probidticos como "suplementos alimenticios que contienen microorganismos
vivos que benefician al huésped al optimizar el equilibrio de su microbiota intestinal
(McFarland, 2015). Actualmente, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) los describe
como "microorganismos vivos que, al ser administrados en cantidades apropiadas, confieren
beneficios para la salud del huésped" (FAO/WHO, 2006; Pablo Lépez et al., 2023), esta
definicion fue mantenida en 2013 por la Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y

Prebidticos (ISAPP), (Pérez Leonard et al., 2013).

Los probidticos pueden contener una o varias cepas microbianas seleccionadas. En la
Union Europea, los suplementos alimenticios generalmente contienen bacterias Gram positivas,
como las del género Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus y Streptococcus.
También se consideran probiodticos algunas cepas de hongos y levaduras, como Saccharomyces
cerevisiae y Kluyveromyces son considerados como probidticos (Markowiak & Slizewska,
2018). En la nutricién animal, los probioticos comunmente empleados suelen estar compuestos
por distintas cepas bacterianas, entre mas prevalentes se encuentran las cepas de
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus y Streptococcus. Algunos
productos también contienen levadura viable y hongos, como: Aspergillus oryzae, Candida
pintolopesii, Saccharomyces boulardii y Saccharomyces cerevisiae, proporcionando una

variedad de microorganismos beneficiosos para la salud animal (FAO, 2016).

Los niveles de dosis eficaces de los probioticos varian seguin la cepa especifica que se
considere, no se puede asumir de manera universal que una tnica dosis sea eficaz para todas
las cepas (Sanders, 2008). Sin embargo, una dosis diaria de 10°-107 UFC/g de producto
generalmente se reconoce como un rango efectivo para la gran parte de las aplicaciones

probioticas (Krasaekoopt et al., 2003; Burgain et al., 2011).



1.2.2. Seleccion de bacterias probidticas

Para que un microorganismo pueda ser considerado como probidtico, debe poseer con
varios criterios establecidos, los criterios mas importantes incluyen: un numero suficiente de
bacterias viables, la capacidad de ejercer un efecto beneficioso sobre la salud del huésped y
contribuir en el adecuado funcionamiento del aparato digestivo (Markowiak & Slizewska,
2018) ademds debe ser capaz de sobrevivir condiciones de acides y pH del tracto
gastrointestinal, que pueden unirse a la mucosa intestinal y tener actividad antimicrobiana
contra patogenos (Pranteda, 2011) , por ello, la eleccion adecuada de cepas bacterianas y la

administracion de una dosis correcta son aspectos clave (Markowiak & Slizewska, 2018).
1.2.3. Mecanismo de accion de probiodticos

Las vias por las cuales los probidticos ejercen sus efectos beneficiosos siguen siendo en
gran parte desconocidos; sin embargo, es muy probable que estos mecanismos sean
multifactoriales (Collado et al., 2010). Los mecanismos de accioén de los probiodticos pueden
clasificarse en cuatro: adhesion al epitelio intestinal, desplazamiento competitiva de agentes
patogenos, refuerzo de la barrera epitelial y modulacion del sistema inmunitario (Camacho-

Cruz et al., 2022).
1.2.3.1. Adhesion a la mucosa intestinal

Para considerar a una cepa microbiana como probidtico, debe cumplir ciertos requisitos
esenciales para garantizar su eficacia y seguridad (Plaza-Diaz et al., 2019), por lo cual, la
capacidad de adherirse a la mucosa intestinal se considera en uno de los criterios fundamentales

para seleccionar nuevas microorganismos probioticas (Juntunen et al., 2001).

Se ha demostrado que la adhesion es especifica de cada cepa y puede variar
considerablemente entre diferentes cepas probidticas. Especies como: Lactobacillus y
Bifidobacterium han demostrado la capacidad de adherirse al moco intestinal, aunque algunas
cepas exhiben tasas de adhesion més altas que otras, este proceso, involucra diversas moléculas,
como las adhesinas que son proteinas bacterianas, que reconocen receptores especificos en la
mucosa, esta adhesion de los probiodticos contribuye en sus efectos protectores al inhibir y

desplazar bacterias patdgenas (Collabo et al., 2005).



1.2.3.2. Exclusion competitiva de patégenos

La exclusion competitiva se refiere a la situacion en la que una especie de bacteria
compite de manera mas activa que otras por los sitios receptores en el tracto intestinal
(Bermudez-Brito et al., 2012), mediante mecanismo como la disminucion del pH luminal, la
competencia por fuentes de nutrientes disponibles (Collado et al., 2010) y la produccién acidos
organicos, asi como la produccion de compuestos antibacterianas, como las bacteriocinas

(Bermudez-Brito et al., 2012).

Los acidos organicos, principalmente el acido acético y el acido lactico, poseen una
capacidad antimicrobiano sobre las bacterias Gram negativas y considerandose como los
principales compuestos antimicrobianos asociados a los probidticos, que son responsables del
efecto inhibitorio sobre microrganismos patogenos (Alakomi et al., 2000). Estos 4cidos, cuando
se encuentran en su forma no ionizada, pueden atravesar la membrana bacteriana y se ioniza en
su citoplasma, provocando una reduccion del pH intracelular o la acumulacion de la forma

ionizada del acido, lo que eventualmente puede llevar a la muerte del microorganismo patégeno

(Collado et al., 2010).

Los probidticos, como lactobacilos y bifidobacterias son capaces de generar
bacteriocinas , que limitan la proliferacion de determinados patdgenos (Plaza-Diaz et al., 2019),
los mecanismos mas comunes por los cuales las bacteriocinas eliminan microorganismos
implica la eliminacion de las células objetivo mediante la formacion de poros y la inhibicion de
la formacion de la pared celular (Hassan et al., 2012). Ademas los lactobacilos y bifidobacterias,
pueden generar la estimulacion de células epiteliales, creacion de un ambiente hostil y mediante
sus propiedades adhesivas impiden la colonizacion de microorganismos dafiinos, otorgandoles

una ventaja competitiva en el tracto intestinal (Bermudez-Brito et al., 2012).

1.2.3.3. Refuerzo de la barrera epitelial

El epitelio intestinal estd expuesto de manera continua al contenido luminal, al diverso
microbiota intestinal. La barrera intestinal representa un mecanismo de defensa fundamental
para mantener la integridad epitelial y proteger al organismo (Bermudez-Brito et al., 2012). Sin
embargo cuando la funcién de esta barrera se ve alterada, los antigenos bacterianos y
alimentarios pueden llegar a la submucosa desencadenando una respuestas inflamatorias, lo que
puede desencadenar trastornos intestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal (Sartor,

2006).



Las bacterias con capacidad probioticas han sido ampliamente estudiadas por su
contribucion en el mantenimiento de esta barrera. No obstante, los procesos especificos
mediante los cuales los probidticos fortalecen la funcion de la barrera intestinal todavia no se
comprenden por completo (Bermudez-Brito et al., 2012). Las mucinas son glucoproteinas
macromoleculares que constituyen componentes esenciales de la capa de moco epitelial y han
sido asociadas tanto con la salud como con diversas enfermedades. Se ha propuesto que los
probioticos pueden estimular la secrecion de moco como un mecanismo para fortalecer la
funcion de la barrera intestinal y reduce la union de patdgenos. Diversas especies de
Lactobacillus han demostrado la capacidad de aumentar la expresion de mucinas en celulares

intestinales humanas (Bermudez-Brito et al., 2012).

1.2.3.4. Modulacion del sistema inmunologico

El tracto gastrointestinal actia como una interfaz clave entre el organismo y el entorno
exterior, cumpliendo una doble funcién: impedir la entrada de patdgenos y, al mismo tiempo,

permitir la absorcion de nutrientes (Borchers et al., 2009).

Entre los mecanismos mas relevantes asociados a la accion de los probiodticos se
encuentra su capacidad para modular la respuesta inmune del huésped. El sistema inmune se
clasifica en componentes innatos y adaptativos. La respuesta adaptativa depende de la
participacion de los linfocitos B y T, que reconocen y se unen a antigenos especificos. En
cambio, la inmunidad innata actia mediante el reconocimiento de estructuras comunes
denominadas como patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP), las cuales son
compartidas por numerosos agentes patdgenos. La respuesta inicial a los patogenos estd
mediada por receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que interactiian con los PAMP.
Entre estos receptores se encuentran los receptores tipo Toll (TLR), proteinas transmembrana
expresadas en diversas células inmunes y no inmunes, incluyendo linfocito B, células asesinas
naturales (NK), células dendriticas, macrofagos, fibroblastos, células epiteliales y células
endoteliales (Plaza-Diaz et al., 2019). Los efectos inmunomoduladores resultan de la
interaccion de las bacterias probioticas con células epiteliales, células dendriticas, monocitos,

macrofagos y linfocitos (D’Amelio & Sassi, 2018).

Las células dendriticas desempenan un papel clave en la generacion de una respuesta
inflamatoria efectiva contra el agente nocivo, junto con la produccion de citocinas como IL-2,
IL-12 e IFN-gamma, que favorecen la diferenciacion de los linfocitos TH1, ademas se ha
evidenciado que los probidticos modulan la produccion de citocinas, incrementan la secrecion
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de mucina, potencian la fagocitosis, activan las células T y las células asesinas naturales,

estimulan la sintesis de IgA y afectan la proliferacion de células T (Borchers et al., 2009).

Sin embargo, todavia es complicado llegar a una conclusion definitiva sobre la contribucion de

los probioticos al sistema inmunoldgico del huésped (Yan & Polk, 2011).
1.2.4. Bacterias acido lacticas

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) corresponden a un grupo funcional conformado por
diversas especies de bacterias Gram positivas, pueden ser cocos o bacilos con capacidad aerobia
o facultativamente anaerobia, no forman esporas, son negativas para las pruebas de oxidasa,
catalasa y bencidina, carecen de citocromos, no reducen nitratos a nitritos, no producen
gelatinasa y no pueden metabolizar el lactato, su longitud varia segtin el género, oscilando entre
0,5y 0,8 um (Carr et al., 2002). Estas bacterias son no patdgenas, no toxigénicas, se clasifica
en bacterias homofermentativas y heterofermentativas segun los productos resultantes de su
metabolismo. Las homofermentativas convierten los carbohidratos principalmente en acido
lactico, como producto final, mientras que las heterofermentativas generan, adicionalmente

diéxido de carbono, etanol o 4cido acético (Sanchez & Tromps, 2014).

Los criterios fundamentales para determinar que una cepa de bacterias acido lacticas
(BAL) sea considerada probiotica incluyen su capacidad para prosperar en un entorno con un
pH inferior a 4,0, controlar la proliferacion de bacterias patogenas, mantener su viabilidad en
el tracto gastrointestinal, resistir a la exposicidon de sales biliares, y demostrar habilidad para

adherirse tanto al mucus intestinal como a las células (Pacheco Martinez et al., 2023).

Dentro de las bacterias 4cido lacticas (BAL), los géneros més empleados dentro de este
grupo son los Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. y Streptococcus sp. debido a su capacidad
para generar acido lactico, reducen el pH en el intestino, lo que complica la multiplicacion y
establecimiento de bacterias perjudiciales, contribuyendo asi a evitar posibles dafos en la
superficie de absorcion intestinal (Diaz Lopez et al., 2017) y también los géneros Lactococcus,
Pediococcus (Vera Pefia et al., 2019), de los cuales los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium
son posiblemente los microorganismos mas seguros utilizados como probioticos. Esta
seguridad se fundamenta en varias razones: debido a que estos microorganismos han sido
tradicionalmente empleados de manera segura en la elaboracion de diversos alimentos

fermentados, también se encuentran de forma natural en el tracto gastrointestinal en humanos
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y en animales en cantidades significativas y por ultimo , las infecciones relacionadas con estos

microorganismos son excepcionalmente infrecuentes (FAO, 2016).

La cantidad recomendada para que las BAL tenga los efectos beneficiosos en el
organismo es minimo 1x10%7 UFC de células probioticas vivas por gramo o mililitro en el
producto al momento de ser ingerido y los productos alimenticios deben incluir una cantidad
igual o superior a 1 X 10”6 UFC/g de bacterias probidticas viables en el producto final hasta el

término de su periodo de validez (Vera Pena et al., 2019).
1.2.5. Lactobacillus sp.

Estos microorganismos son bacilos o cocobacilos grampositivos que no forman esporas
(Coenye & Vandamme, 2003). Son estrictamente fermentativos, pueden ser aerotolerantes o
anaerobios, y tienen una tolerancia o preferencia por medios acidos. Ademads, poseen
requerimientos nutricionales complejos, que incluyen carbohidratos, aminodcidos, péptidos,
ésteres de acidos grasos, sales, derivados de acidos nucleicos y vitaminas (Bernardeau et al.,

2006).

La temperatura 0ptima para su desarrollo se situa entre 30 y 40 °C, aunque tienen la
capacidad de proliferar en un rango amplio de 5 a 53°C. Su intervalo de pH propicio para el
crecimiento abarca desde 5,5 hasta 5,8, pero tienen la capacidad de tolerar niveles inferiores y
superiores, llegando hasta un pH méximo de 7,2. Estos microorganismos son considerados
aciduricos, ya que pueden reducir el pH de los alimentos que colonizan hasta alcanzar un valor
de 4, siempre y cuando contengan un carbohidrato fermentable, inhibiendo el crecimiento o
incluso la mortalidad de otras bacterias coexistentes (Pranteda Jiménez, 2011). El medio de
cultivo adecuado para la identificacion, aislamiento y cuantificacion de lactobacilos y otras

bacterias productoras de acido lactico es el Agar M.R.S.
1.2.5.1. Lactobacillus delbrueckii

Es una bacteria acido lactica de gran relevancia en la fermentacion de productos lacteos
como el yogur y los quesos, donde interviene en la acidificacion de la leche, con potencial de
efecto probiodtico (Farias et al., 2025). Pidiéndose encontrar de forma natural en diversos
productos fermentados (Lorenzo et al., 2018). Estas bacterias se caracterizan por su forma de

bacilos con extremos redondeados, con dimensiones aproximadas de 0.5-0.8 um de ancho por
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2-9 um de largo, generalmente se observan aisladas o formando cadenas cortas, aunque en fase
estacionaria tardia pueden aparecer cadenas largas (Teixeira, 1999). Gram positivo, no movil y
no formador de esporas, anaerobico facultativo, se considera acidarico o acidéfilo, ya que
requiere un pH bajo (aproximadamente entre 4.6 y 5.4) para crecer de manera eficiente, con un
rango Optimo de temperatura entre 43 y 46 °C (Lorenzo et al., 2018). Asimismo, la morfologia
de L. bulgaricus varia segin la composiciéon del medio de cultivo y la tensiéon de oxigeno,
pueden cultivarse en caldo MRS y conservarse a 4 °C, realizando transferencias periddicas a

medios frescos de agar MRS por un periodo maximo de uno a dos meses.(Teixeira, 1999).
1.2.6. Encapsulado de microorganismos probioticos

Los probidticos, son asociados con una variedad de efectos positivos en la salud de
animales y humanos: como la regulacion de la microbiota intestinal al inhibir microorganismos
dafiinos y la modulacién de respuestas inmunitarias (Molina, 2019). Sin embargo, para que
estos microorganismos con propiedades probioticas puedan inducir estos efectos beneficiosos,
necesitan resistir los factores ambientales a los que estan expuestos (Rodrigues et al., 2020) y,
ademas, sobrevivir las condiciones desfavorables que encuentran a su paso a través del tracto
gastrointestinal superior (Pranteda, 2011), disminuyendo su eficiencia y supervivencia

(Sancho, 2019).

Un estudio previo en humanos se examind la capacidad de varios probioticos disponibles
en el mercado, no encapsulados, para sobrevivir durante su transito por el tracto gastrointestinal
(GIT). Los resultados revelaron que, en tan solo cinco minutos de exposicion a los fluidos
gastricos, cada producto comercial probado experimentd una reduccidn significativa de 1076
veces en las unidades formadoras de colonias (UFC) (Dodoo et al., 2017). En su viaje hacia el
intestino delgado y posteriormente al colon, los probioticos enfrentan desafios importantes,
como competir con bacterias preexistentes, adherirse a la capa mucosa intestinal y lograr
prosperar y reproducirse, la actividad de enzimas digestivas y la presencia de bilis también
disminuyen la capacidad de adherencia de las cepas probidtica (Sun et al., 2023). Debido a esa
problematica, se deduce que la técnica de encapsulacion puede mejorar la capacidad de los
probidticos para sobrevivir y funcionar de manera Optima en el tracto intestinal (Rodrigues et

al., 2020).

Dado el tamafio de los microorganismos probidticos, que oscila entre 1 y 5 um, no es

factible utilizar nanotecnologias para su encapsulacion. Por esta razon, generalmente se recurre
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a la microencapsulacion de probidticos. (Pranteda, 2011). La microencapsulacion se describe
como la técnica de envolver solidos, liquidos y gases con materiales de revestimiento de
diversas composiciones, con el fin de formar capsulas de dimensiones microscopicas que
pueden liberar su contenido de forma regulada en respuesta a condiciones particulares (Pérez
Leonard et al., 2013) y establecer un entorno propicio para su mejor supervivencia y estabilidad

(Sun et al., 2023).

Se emplean diversas técnicas para la encapsulacion de probioticos, lo que da lugar a la
obtencion de particulas con distintas caracteristicas. Entre las principales metodologias
utilizadas para encapsular microorganismos probioticas se encuentran la extrusion, la emulsion,
el secado por aspersion, el enfriamiento por aspersion y el lecho fluidizado (Rodrigues et al.,
2020). Hasta ahora, los microorganismos probidticos que se han sometido a
microencapsulacion son principalmente de los géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, Enterococcus y Streptococcus. Numerosos estudios han evidenciado que es
factible proteger los cultivos probidticos utilizando una diversidad de materiales encapsulantes

(Pérez Leonard et al., 2013).

1.2.7. Métodos de encapsulacion

1.2.7.1. Método extrusion o goteo

La técnica de extrusion, es ampliamente empleada para encapsular células bacterianas,
es conocida por su simplicidad, facil de uso y reducido costo, ademas, es un proceso suave que
garantiza una alta supervivencia de los microorganismos encapsulados (Rodrigues et al., 2020).
La técnica requiere el uso de soluciones de hidrocoloide que contienen cultivos microbianos
(Rodrigues et al., 2017), durante el proceso se mezclan probidticos con un hidrocoloide y luego
se introduce la mezcla resultante en una extrusora, cominmente una jeringa, al ejercer presion
sobre el émbolo de la jeringa, el contenido se desplaza hacia una solucion gelificante mientras
se agita suavemente, el tamafio y la forma de las gotas dependen del didmetro de la aguja y la
distancia entre ésta, la solucion gelificante (Gbassi & Vandamme, 2012) y la viscosidad de la
mezcla hidrocoloide (Dong et al., 2013). Es preciso mencionarlo que cuando se realiza en de
laboratorio, se emplea una jeringa, mientras que a nivel piloto se utiliza un dispositivo extrusor
con control sobre su tamafio y velocidad de dispensacion (De Aratjo U. et al., 2015). La

extrusion es un método simple y directo que permite retener un alto numero de células.
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Actualmente, hay procesos automatizados que aplican este principio (Gbassi & Vandamme,

2012).

Diversas investigaciones han evidenciado que esta metodologia no ocasiona dafio a las
células, lo que garantiza una elevada supervivencia de los microorganismos probioticos.
Ademés, es posible realizarlo bajo condiciones aerdbicas como anaerobicas, y no emplea de
disolventes nocivos (De Aratijo U. et al., 2015), sin embargo, los inconvenientes de esta técnica
es que son procesos lentos, lo que complica su uso a gran escala; ademas carece de eficacia
para producir microesferas de tamafio inferior a 500 um; y necesita utilizar soluciones

hidrocoloides con viscosidad baja a moderada.
1.2.8. Alginato de sodio

El alginato es un polisacarido de origen natural, obtenido a partir de diferentes especies
de algas, y estd compuesto por acidos f-D-manurénico y a-L-gulurénico (Burgain et al., 2011).
El alginato de calcio es el resultado de la combinacion del alginato de sodio con un ion de
calcio, que es generalmente utilizado para procesos de encapsulacion de probidticos debido a

que es un método sencillo, no toxico, biocompatible y de menor costo (Krasaekoopt et al.,

2003).
1.2.9. Gluconato de calcio 10 %

El gluconato de calcio al 10 %, es una solucion utilizada como fuente de calcio y
constituye como la principal alternativa terapéutica para el manejo de la hipocalcemia grave en
la medicina de urgencia (Turner et al., 2019). Asimismo, se ha demostrado que favorece el
incremento de la densidad mineral 6sea en pacientes que han sido sometidos a una gastrectomia
y supera al carbonato de calcio en el mantenimiento del equilibrio del calcio cuando la
produccion de acido gastrico es deficiente (Krause et al., 2015). En el proceso de la formacion
de las cépsulas alginato, el calcio aportado por el gluconato de calcio al 10%, cumple una
funcion importante, induciendo el proceso de gelificacion i6nica, en el cual los iones calcio
establecen enlaces entre las cadenas poliméricas del alginato, originando la formacion de

capsulas (Pasqualim et al., 2010).

1.3. Método de cuantificacion
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La cuantificacién de microorganismos resulta fundamental en los estudios de ecologia
microbiana y microbiologia clinica es esencial determinar la cantidad de estos microorganismos
presentes. Este dato permite evaluar si poseen la capacidad suficiente para ejercer una funcion
beneficiosa o, por el contrario, ocasionar un dafio (Corral-Lugo et al., 2012). El método de
recuento en placa es una de las técnicas mas utilizadas para estimar la cantidad de

microorganismos viables presentes (Ramirez S et al., 2017).
1.3.1.1. La metodologia de recuento en placa por plaqueo

También conocida como recuento en placa mediante siembra en superficie (Ramirez S
et al., 2017) o extension (Madigan et al., 2015). Este método se basa en realizar diluciones
seriadas en proporcion 1:10 y distribuir 100 pl de cada dilucion sobre una placa de cultivo.
Luego, las placas se incuban hasta que las colonias sean visibles y puedan contarse, para
determinar la cantidad en unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro o miligramo,
una de las principales ventajas de esta técnica es que ofrece un buen limite de deteccion (Corral-

Lugo et al., 2012).
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CAPITULOII

METODOLOGIA

2.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia Veterinaria de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, ubicada en el distrito de Ayacucho, provincia de
Huamanga Departamento de Ayacucho, a una altura de 2790 m.s.n.m., con temperatura media

de 17.5 °C y una humedad relativa media de 60% (SENAMHI, 2026).

2.2. Materiales

2.2.1. Material biologico

- Bacteria acido lactica comercial (Lactobacillus delbrueckii)

2.2.2. Materiales

- Vasos precipitados

- Placa Petr1

- Varilla

- Jeringas de 3, 5, 10 mL

- Agujas hipodérmicas de 25 G
- Micropipeta de 100 -1000 uL
- Tips Azules 100-1000 uLL

- Asa de digralsky

- Probetas 20 mL, 100 mL

- Matraz Erlenmeyer 250 mL, 500 mL
- Tubos de ensayo 15 mL

- Gradillas

- Papel filtro

- Papel toalla

- Laminas portaobjetos

- Mortero y pilon

- Mechero
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- Gorra descartable

- Guantes de latex

- Mascarilla descartable
- Algodon

- Pabilo

2.2.3. Equipos

- Incubadora de Laboratorio
- Refrigeradora

- Agitador orbital

- Balanza analitica

- Autoclave

- Vernier digital

- Vortex

- Microscopio

2.2.4. Insumos

- Gluconato de calcio al 10%

- Alginato de sodio

- Agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
- Caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
- Agua destilada

2.3. Problema especifico

- (Cual serd la concentracion en porcentaje de alginato de sodio para la encapsulacion
de bacterias acido lacticos (Lactobacillus delbrueckii) en una concentracion estandar
para la supervivencia en el ambiente?

- ¢ Cudl serd la cantidad de cépsulas por mililitro (mL) obtenidas en una concentracién
estandar de bacterias acidas lacticas (Lactobacillus delbrueckii) para determinar su
calidad a 0, 1, 2, 3 semanas?

- ¢ Cudl serd la supervivencia en el ambiente evaluados a 0, 1, 2, 3 semanas de las
bacterias 4cido lacticas (Lactobacillus delbrueckii) en una concentracion estandar,

encapsuladas en alginato de sodio?
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2.4. Procedimiento metodologico

El presente trabajo se dividio en cuatro etapas principales:

2.4.1. Determinacion de la mejor concentracion de alginato de sodio en porcentaje

Se llevo a cabo una etapa preliminar de encapsulacion sin la inclusion de bacterias, con
el proposito de determinar la concentracion optima de alginato de sodio que permita obtener
capsulas con la mayor estabilidad y calidad fisica a temperatura ambiente. Esta fase fue
fundamental para asegurar que las capsulas formadas presenten caracteristicas adecuadas que
favorezcan la viabilidad y proteccion de las bacterias acido lacticas durante el tiempo y las

condiciones ambientales evaluadas.
Preparacion:

- El alginato de sodio fue mezclado en 20 mL de agua destilada a diferentes
concentraciones de 1%, 2% y 3%.

- Cadamezcla en diferentes concentraciones de alginato de sodio fue homogenizada hasta
eliminar los grumos.

- Posteriormente, se procedio a realizar la formacion de las capsulas mediante el método
de extrusion, cada mezcla fue cargada en una jeringa de 3 mL y se dejo caer gota a gota
mediante una aguja de 25 G, sobre la solucion de gluconato de calcio al 0.2 M contenida
en un vaso precipitado, mantenida en constante agitacién con ayuda del agitador orbital
a 250 rpm.

- Las cépsulas permanecieron en la solucion de gluconato de calcio durante 30 minutos
en constante agitacion.

- Concluido ese tiempo, las capsulas de alginato contenidas en el vaso precipitado fueron
lavadas tres veces con agua destilada para eliminar los restos de la solucion de gluconato
de calcio a 0.2 M.

- Se tomaron las cépsulas al azar de cada una de las concentraciones a una placa Petri
para su evaluacion en forma y consistencia.

Finalmente, se opto utilizar la concentracion de alginato de sodio al 2 % para el proceso
de encapsulado de Lactobacillus delbrueckii, debido a que presenté una mejor forma y
consistencia de las cépsulas en comparacion con las concentraciones al 1% y 3 %. Los

resultados estan descriptos en el capitulo III.
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2.4.2. Condiciones generales: activacion y determinacion de concentracion de las

BAL.
2.4.2.1. Activacion y crecimiento de las bacterias

Se tomo 1 g del cultivo bacterias comercial de Lactobacillus delbrueckii y se inoculd en
10 ml de caldo MRS. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 72 horas, obteniéndose asi la solucion

madre.
La activacion y el crecimiento de las bacterias fueron evaluados mediante:

- Observacion del cambio de color del medio liquido MRS, indicador de la produccion
de acido lactico (de amarillo ambar a marrén)

- Presencia de sedimentacion, la cual sugiri6 un crecimiento significativo.

- Tincién de Gram confirmando que las bacterias eran Gram positivas, caracteristica

esperada de la cepa utilizada.
Las imagenes correspondientes se encuentran en los anexos 2y 3.

2.4.2.2. Determinacion de la concentracion de BAL

A partir de la solucion madre se realizaron diluciones seriadas a hasta alcanzar una
concentracion de 10™%, la cual se incub6d a 37 °C durante 72 horas. Posteriormente, se tomaron
100 pL de la dilucion y se sembraron por duplicado en agar MRS, usando el método de

extension con una asa de Digralsky. Las placas se incubaron 37 °C durante 72 horas.

Se realizo la caracterizacion macroscopica de las colonias, evaluando: forma, tamafo,
elevacion, consistencia, superficie y borde. Las colonias de Lactobacillus delbrueckii presentan
unas formas circulares, tamafio de pequenias a medianas, elevacion convexa y lisa, consistencia
cremosa, de superficie lisa con bordes regulares y rara veces se presentan con superficie rugosa
con borde irregulares (Ramirez-Baca et al., 2009). Las imagen y caracterizacion

correspondiente se encuentran en el anexo 4.

Finalmente, se calcul6 la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo
antes del encapsulado, contabilizando las colonias presentes en cada placa. Para el analisis, los
recuentos bacterianos fueron transformados a escala logaritmica (Log UFC/g), siguiendo las
recomendaciones de Jarvis (2016) y Brunelle et al. (2012), debido a que los datos de recuentos

con multiples diluciones no se ajustan a distribucion normales ni de Poisson.
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2.4.3. Encapsulacion de las BAL

El proceso de encapsulacion de Lactobacillus delbrueckii se realizé mediante el

método de extrusion y llevo a cabo siguiendo los siguientes pasos:

- La mezcla de alginato al 2% y Lactobacillus delbrueckii (10~*) se prepard en una
proporcion de 4 :1 respectivamente, contenida en un vaso de precipitado se agit6 hasta
obtener una homogeneizacion completa.

- Lasolucion de gluconato de calcio 0.2 M se prepar6 en vasos de precipitados. La mezcla
de alginato con bacterias Lactobacillus delbrueckii (10~*) se cargd en una jeringa con
una aguja de calibre 25 G y se dejé caer gota a gota sobre la solucion de calcio

- Durante este proceso se determiné la cantidad de capsulas por mililitro (mL) de la
mezcla mediante cinco conteos independiente.

- Las capsulas permanecieron en la solucion de gluconato de calcio durante 30 minutos
en constante agitacion con ayuda del agitador orbital a 250 rpm.

- Posteriormente, las capsulas fueron recuperadas en papel filtro y lavadas tres veces con
agua destilada y transferidos a una placa Petri para evaluar la supervivencia de las

bacterias a la 0 semana, 1 semana, 2 semana y 3 semana a condiciones ambientales.
2.4.4. Evaluacion de supervivencia de BAL encapsulados

Para determinar la viabilidad de las bacterias Lactobacillus delbrueckii encapsuladas:

- Se tomaron 100 capsulas al azar y se trituraron en un mortero.

- Se anadieron 10 mL de caldo MRS y la mezcla fue homogenizada antes de transferirse
un tubo de ensayo.

- Se sembraron 100 pL de la muestra por duplicado, en agar MRS usando el método de
extension con ayuda asa de Digralsky, (Yeung et al., 2016).

- Las placas fueron incubadas 37 °C durante 72 horas.

- Finalmente, se contabilizé el numero de colonia y los datos se reportados como Log
UFC/g.

El mismo procedimiento se aplicd a todas las repeticiones a la semana 0, 1, 2 y 3.

2.5. Analisis de datos
2.5.1. Unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g)

Colonias enumeradas

UFC/g = X Factor de dilucién (Madigan etal., 2015).

mL sembrados
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Mediante la siguiente formula se determin6 las UFC/g antes y después del proceso de
encapsulado de las bacterias Lactobacillus delbrueckii, considerando la dilucion 10 en cada

una de las repeticiones.

2.5.2. Transformacion a escala logaritmica

Se aplico la siguiente formula:
logio (UFC + 1)

Se aplica cuando los datos incluyen ceros, donde “+ 1” es la correcion matematica.

Todos los datos transformados se reportan como Log UFC/g (Jarvis, 2016).

2.5.3. Humedad (%)

Para determinar la humedad de las capsulas se uso la siguiente formula:

Humedad (%) = %_(;S(‘g) x 100

(Sancho, 2019), Donde:

- PH (g) = peso de capsulas himedas en gramo.

- PS (g) = peso de capsulas secas en gramos.
2.5.4. Eficiencia de encapsulacion (EE %)

Para determinar la EE %, se aplico la formula:
EE % - x 100
No

(Mirzamani et al., 2021), Donde:

- N =ntmero de bacterias liberadas de la capsula (Log UFC/g)

- Ny = nimero de bacterias libres (Log UFC/g) afiadidas a la solucion de alginato
2.5.5. Analisis estadistico

La normalidad de los datos de supervivencia se evalu6 mediante la prueba de Shapiro—
Wilk. El anélisis estadistico se realizo con el software The jamovi project (2022), version 2.3.

La desviacion estandar de las medias se calculo utilizando Microsoft Excel.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Concentracion de alginato de sodio para la encapsulacion de Lactobacillus

delbrueckii.
Tabla 1
Evaluacion fisica de las capsulas segun concentracion de alginato a temperatura ambiente
Repeticion Concentracion  Condicion Estado de las Capsulas
de Alginato (%) de Almacenamiento (Forma y consistencia)
R1 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R2 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R3 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R1 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R2 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R3 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R1 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura
R2 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura
R3 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura

Nota. Se muestra las caracteristicas fisicas evaluadas de las capsulas. Se consideraron tres

repeticiones para cada concentracion de alginato.

Los resultados de la fase preliminar muestran la influencia de la concentracion de
alginato de sodio (1 %, 2 %y 3 %) sobre la forma y consistencia de las capsulas, con el objetivo
de establecer un protocolo de encapsulacién que garantice capsulas esféricas y consistentes.
Esta fase se realizé sin inclusion de Lactobacillus delbrueckii, bajo condiciones ambientales

controladas (25 °C), utilizando una aguja de 25 G para la formacion de las capsulas.

Como se observa en la tabla 1, la concentracion de alginato que produjo mejores
caracteristicas fisicas fue la concentracion de 2 %, con capsulas esféricas y de consistencia dura.
Por esta razoén se selecciond esta concentracion para el encapsulado de Lactobacillus

delbrueckii en el presente trabajo de investigacion.

Figura 1
Cdapsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato de sodio

A B C
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Nota. Se muestran las capsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato de sodio.
Las cépsulas presentan caracteristicas fisicas similares dentro de cada concentracion, mientras

que se observan variaciones al comparar las concentraciones de 1 %, 2 % y 3 %.

Los resultados obtenidos en las repeticiones de cada concentracion de alginato, muestran
las mismas caracteristicas fisicas, pero si se muestra variaciones al comparar las

concentraciones de alginato de 1 %, 2% y 3% de alginato de sodio.

3.1.1. Concentracion de alginato al 1 %.

Las capsulas obtenidas a esta concentracion presentaron una forma esférica y una
consistencia blanda al tacto. Durante la preparacion, la mezcla de alginato y agua destilada
mostrd un aspecto muy fluido y de baja viscosidad, lo que contribuy6 a la consistencia blanda

observada en las capsulas.

3.1.2. Concentracion de alginato al 2 %

Las capsulas obtenidas con una concentracion de 2% mantuvieron la forma esférica y
presentaron una consistencia dura al tacto en comparacion a la concentracion de 1 %. La mezcla
de alginato y agua destilada present6 una moderada fluidez y viscosidad moderadas, lo que

favorecio la formacion de capsulas uniformes y esféricas.

3.1.3. Concentracion de alginato al 3%

A una concentracion de 3% visualmente las cépsulas presentan formas pleomorficas,
elipticas y en forma de lagrimas, la consistencia al tacto es mas dura a comparacion de la
concentracion 1% y 2%. La mezcla presentd menor fluides, con presencia de grumos y se tuvo
mayor dificultad para homogenizarse, asi como una viscosidad mas alta, lo que dificulto la

obtencion de capsulas esféricas.

No se encontro referencia bibliografica que describan especificamente las caracteristicas

fiscas evaluadas en el presente estudio como la forma y consistencia de la capsula a diferentes
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concentraciones de alginato de sodio (1%, 2%, 3%), utilizando una aguja de 25G, con el cual
se pueda discutir esta fase preliminar. Sin embargo, existen reportes que describen
procedimientos similares utilizando calibre de aguja diferentes. Por ejemplo Lee & Heo (2000),
utilizaron una aguja de 20 G y concentraciones de alginato de 2 al 4 %, obtuvieron cépsulas
esféricas, sin embargo, al usar concentracion por debajo de 2% , no lograron obtener cépsulas
de forma esféricas. Parthiban et al.(2006), emplearon una aguja de 21 G y 3 % de alginato
mediante el método de encapsulacion por extrusion, obtuvieron capsulas esféricas y regulares.
Rosas-Ledesma et al.( 2012), al emplear una aguja de 16 G y concentraciones de alginato de
1% a 4%, reportaron que en las concentraciones de 3% y 4 % permitieron obtener capsulas mas
esféricas a comparacion a 2 %, asimismo, al observar las capsulas al microscopio Optico

determinaron que la concentracion inferior a 2 % no producen capsulas esféricas.

En el presente estudio la concentracion de alginato de sodio al 2 % elaboradas con una
aguja de 25 G, proporcion6 una adecuada fluides y viscosidad permitiendo obtener capsulas
esféricas, en consecuencia, fue elegida para el encapsulado de Lactobacillus delbrueckii. A
diferencia de los estudios mencionados, todos ellos obtuvieron capsulas esféricas a
concentraciones de alginato igual o superiores a 3%, esta diferencia podria atribuirse al uso de
agujas de mayor calibre, lo que facilita el paso de la solucidn incluso cuando la viscosidad de
la misma sea alta. Del mismo modo, en la concentracion de alginato al 1% se obtuvieron
capsulas visualmente esféricas, resultado que no concuerda con lo reportado por Lee & Heo

(2000) y Rosas-Ledesma et al. (2012).

En sintesis, la forma de las cépsulas puede verse influenciados por factores como la
distancia de caida de las gotas sobre la solucion de gluconato de calcio o la concentracion de

alginato de sodio.

3.2. Cantidad de capsulas por mL y evaluacion de diametro y peso durante

almacenamiento.

Tabla 2

Cantidad de capsulas obtenidas por mL.

Repeticion Cap./mL Cap./mL Cap./mL Cap./mL Cap./mL Promedio

M1 78 82 83 79 78 80
M2 &3 81 79 78 79 80
M3 79 83 77 81 80 80
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M4 82 80 76 84 78 80

M5 85 77 79 81 78 80
Nota: M1-MS5 representan las repeticiones del proceso de encapsulacion. Cap./mL. Indica la

cantidad de capsulas obtenidas por mililitro de mezcla de alginato y bacterias.

Los resultados de la tabla 2, muestran la cantidad de capsulas por mL obtenidas a partir
de la mezcla de alginato y Lactobacillus delbrueckii. Para cada repeticion se realizaron cinco
conteos independientes, extrayendo 1 mL de la mezcla mediante una jeringa y se utilizando una
aguja de 25 G para la formacion de las capsulas. Se observan pequeias variaciones entre
conteos y repeticiones, probablemente debido a la diferencia en la presion ejercida sobre el
embolo de la jeringa durante la extrusion. Sin embargo, la media de capsulas por mL fue
consistente en todas las repeticiones, con un valor promedio de 80 capsulas/mL. No se
encontraron referencias bibliograficas que reporten la cantidad de cépsulas obtenidas por mL

bajo condiciones similares, por lo que no fue posible realizar una comparacion directa.

Figura 2
Evaluacion del diametro (mm) y peso (g) de las capsulas durante el almacenamiento al
ambiente.
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Nota. La figura muestra los cambios en diametro (mm) y peso (g) de las capsulas durante las 3

semanas. Cada valor representa la media de las 5 repeticiones.

En la semana 0, las cépsulas recién obtenidas mediante el método de extrusion

presentaron un diametro promedio de 2.19 mm y peso promedio de 0.0067 g. Para la semana 1
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se observa una disminucidon en ambos variables donde el didmetro se redujo hasta una media
de 0.87 mm y peso media de 0.0004 g. Este cambio inicial se atribuye a la perdida de agua

contenida en las capsulas recién formadas.

En comparacion con la literatura, Lee & Heo (2000) reportaron capsulas con diametro
promedio de 1.03 mm al emplear una aguja de 20 G, concentracion de alginato de 2% y
solucion de CaCl: 0.1 M. Parthiban et al. (2006), utilizando 3 % de alginato, aguja de 21 G y
CaCl: 0.5 M, obtuvieron capsulas de 2.37 mm, mientras que Sancho (2019), con condiciones
similares al presente estudio pero aguja de 21 G, registré un didmetro de 2.49 mm. Finalmente
Azam et al. (2020), empleando aguja de 25 G, 2 % de alginato y CaCl: 0.4 M, report6 capsulas

de 1.8 mm..

Los resultados obtenidos en el presente estudio, se obtuvieron cépsulas con un mayor
diametro en comparacion con los resultados reportados por Azam et al. (2020), a pesar de
emplear el mismo calibre de aguja, mientras que, en comparacion con los demads autores, los
resultados obtenidos son inferiores. Estas variaciones con respecto a diametro de las capsulas
se podrian atribuirse al uso de diferentes calibres de aguja, variacion en la concentracion
alginato de sodio y concentracion de gluconato de calcio utilizada en el proceso de
encapsulacion. Ademas de la velocidad de flujo durante la extrusion, la distancia de caida de
las gotas hacia la solucion de cloruro de calcio, el tiempo de permanencia de las capsulas en los
agentes gelificante (cloruro o gluconato de calcio) y la velocidad de agitacion del agente

gelificante durante el proceso de formacion de la capsulas (Rosas-Ledesma et al., 2012).

A partir de la semana 1 hasta la semana 3, el didmetro y el peso de las cépsulas
permanecieron practicamente constantes con valores promedio de 0.87-0.86 mm y 0.0004 g
respectivamente, lo que se evidencia una estabilizacion estructural de las cdpsulas tras la

perdida inicial de agua.

El contenido de humedad de las capsulas obtenidas con una concentracion de alginato
al 2 % en el presente estudio fue de 94.5% , resultado que se asemeja a los reportes hechos por
Sancho (2019), quien registro una humedad de 94.92% utilizando una concentracion de alginato
similar, sin embargo, utilizd una aguja de 21G para el proceso de encapsulacion. No se encontro
referencias que describan el comportamiento del peso de las capsulas luego de la deshidratacion
con el cual se pueda realizar una comparacion directa con los resultados obtenidas en este

estudio.
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3.3. Supervivencia de Lactobacillus delbrueckii encapsulados en alginato de sodio al

2% a0, 1, 2,3 semanas.

Tabla 3

Eficiencia del proceso de encapsulacion por método de extrusion

Repeticion Antes de Después de Eficiencia de
encapsulacion encapsulacion encapsulacion
(Log UFC/g) (Log UFC/g) (EE %)

R1 8.01 6.31 78.85

R2 8.11 6.37 78.58

R3 8.05 6.35 78.86

R4 8.27 6.65 80.46

R5 8.28 6.68 80.71

Media = DE 8.14+0.12 6.47+0.18 79.49 + 1.01

Nota: Cada repeticion representa la media de cultivos realizados por duplicado.

Los resultados de la tabla 3 muestra que la concentracion bacteriana antes de la
encapsulacion fue de una media de 8.14 + 0.12 Log UFC/g, mientras que después de la
encapsulacion disminuy6 a una media de 6.47 + 0.18 Log UFC/g. Asimismo, la eficiencia de
encapsulacion obtenida fue de una media de 79.49 % + 1.01, lo que indica que, durante el
presente trabajo de investigacion, la encapsulacion de la Lactobacillus delbrueckii permitid

retener cerca del 80 % de las bacterias viables iniciales mediante el método de extrusion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio se asemejan a los repostes realizados
por Défas & Moreira (2017), reportaron una eficiencia de 76 % + 0.69 utilizando 2 % de
alginato y aguja de 22 G. Sancho (2019), con 2 % de alginato y aguja de 21 G, obtuvo una EE
de 89.8 %, mientras que, Azam et al. (2020), reportaron una eficiencia de 84 % +1. Estas
comparaciones sugieren que la eficiencia obtenida, se encuentran dentro de los valores
reportados por estudios similares, a pesar de haberse utilizado una aguja de menor calibre

durante el proceso de encapsulacion en el presente trabajo de investigacion.

Ademas, Sancho (2019), al evaluar la eficiencia de encapsulacion con diferente
concentracion de alginato de sodio, report6 una eficiencia a 100 % con una contraccion de 6%.
Este resultado podria ser atribuirse a que a mayor concentracion de alginato generan cépsulas
con menor porosidad, permitiendo obtener mayor concentracion bacterias viables dentro de las

capsulas, ademas evitaria que las bacterias probioticas se dispersen hacia el medio externo
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durante el proceso de reticulacion, es decir, cuando el alginato se solidifique o se forme las

capsulas al entrar en contacto con la solucion de gluconato de calcio.

Figura 3
Supervivencia de Lactobacillus delbrueckii encapsulados durante 0, 1, 2, 3 semanas
7.00 6.47
% 6.00
S
2 5.24
@
w500 4.58
(=]
=2
< 400
V
=
A~
S
I 300
~N
*]
< 200
]
2
=
5]
= 1.00
>
£
2 .00
& 000
0 1 2 3

Semana

Nota: Los valores representan la media de cinco repeticiones de supervivencia de Lactobacillus

delbrueckii en Log UFC/g, durante 3 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente.

En la semana 0, la supervivencia de Lactobacillus delbrueckii luego de proceso de
encapsulacion fue de una media de 6.47 Log UFC/g. A la semana 1, disminuy6 a 5.24 Log
UFC/g, para la semana 2, la supervivencia disminuyo a 4.58 Log UFC/g. Finalmente, en la

semana 3, no se evidencio bacterias de Lactobacillus delbrueckii viables 0.00 Log UFC/g.

Los resultados obtenidos demuestran que, durante las dos primeras semanas, las
bacterias permanecieron viables dentro de las cépsulas. Sin embargo, la concentracion de
alginato de sodio al 2 % como agente encapsulante, no resulto suficiente para mantener la
viabilidad durante periodos prolongados de almacenamiento a temperatura ambiente. La caida
abrupta en la semana 3, podria atribuirse a diversos factores, entre ellos la limitada o
agotamiento de nutrientes dentro de la capsula, deshidratacion de las cépsulas, o la poca

capacidad protectora del agente encapsulante frente a las condiciones ambientales.

La literatura indica que la supervivencia de probidticos encapsulados puede mejorar al

aumentar la concentracion de alginato y el diametro de las capsulas, reduciendo el tamafio y
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numero de poros y mejorando la retencion de las bacterias (Lee & Heo, 2000). Esto sugiere que
ajustar estos parametros podria prolongar la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii en

condiciones ambientales similares a las evaluadas en este estudio.
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1.

CONCLUSIONES

La concentracion de alginato al 2 % permitio obtener capsulas fisicamente estables, con
forma esférica y consistencia adecuada para el encapsulado de Lactobacillus
delbrueckii.

La cantidad promedio de cépsulas obtenidas por mililitro de la mezcla de alginato y
Lactobacillus delbrueckii fue de 80 capsulas/mL, asegurando uniformidad en el proceso
de encapsulacion.

El método de encapsulacion por extrusion presentd una eficiencia de 79.49 % + 1.01 en
la retencion de Lactobacillus delbrueckii, manteniendo su viabilidad durante las dos

primeras semanas de almacenamiento, con disminucion total a la semana 3.
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RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos de investigacion sobre encapsulacion de bacterias probidticas, se
recomienda estandarizar y controlar factores como el calibre de la aguja, la altura de
caida de la gota, la presion durante la extrusion, la concentracion de gluconato de calcio
y la velocidad de agitacion.

Considerar sistemas de doble encapsulacion mediante la incorporacion de polisacaridos
como quitosano o xantano, o lipidos como el glicerol, para reducir el estrés ambiental
sobre las bacterias encapsuladas.

Considerar la liofilizacion de las capsulas como estrategia de conservacion, y
posteriormente evaluar la supervivencia bacteriana a condiciones ambientales.

Evaluar la liberacion de bacterias en condiciones gastrointestinales simuladas, a fin de
determinar la funcionalidad y viabilidad del proceso antes de su aplicacion en modelos
animales.

Realizar pruebas en modelos animales para evaluar colonizacidon, tolerancia y efectos

beneficiosos de las bacterias encapsuladas, asegurando la dosis minima efectiva.
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Anexo 1. Preparacion de medios de cultivo y diluciones seriadas

A B

Nota: Foto A, se preparacion de caldo y agar MRS. Foto B se parecia las dilusiones

seriadas a partir de la solucion madre.

Anexo 2. Crecimiento bacteriano
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Nota: la foto A se aprecia un cambio de color de caldo MRS amarrillo &mbar, La foto B
se puede apreciar presencia de sedimentacion el cual es indicativo a crecimiento de

bacterias de Lactobacillus delbrueckii luego de 72 horas de incubacion.

Anexo 3. Tincion de Gram
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Nota: En la foto se puede apreciar bacilos en cadenas cortas, tefiidas de color violeta,

propio de una bacteria Gram positiva, concordando con las caracteristicas microscopica

del Lactobacillus delbrueckii.

Anexo 4. Caracterizacion macroscopica de colonias de Lactobacillus delbrueckii

Nota: Se aprecian colonias de formas circulares, tamafio de pequefias a medianas,

elevacion convexa, consistencia cremosa, de superficie lisa con bordes regulares.

Anexo 5. Proceso de encapsulacion de Lactobacillus delbrueckii
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Nota: la foto A, se observa la mezcla de alginato de sodio 2% y agua destilada. Foto B,
agregacion del cultivo de Lactobacillus delbrueckii (10~*). Foto C y D muestran la
extrusion de la mezcla, previamente cargada a una jeringa. Foto E, capsulas obtenidas tras

el proceso de extrusion.

Anexo 6. Evaluacion de supervivencia de Lactobacillus delbrueckii encapsuladas

Nota: Foto A, siembra por duplicado en cada repeticion. Foto B, colonias de la dilucion
10~* antes del proceso encapsulaciéon. Foto C, colonias semana 0 después de la
encapsulacion. Foto D, colonias semana 1. Foto E, colonia semana 2. Foto F, colonia

semana 3.
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Anexo 7. Evaluacion de peso y diametro de las capsulas

Nota: Foto A, diametro de la capsula recién elaborada. Foto B, diametro de capsula a
partir de semana 1. Foto C, peso de capsula recién elaborada. Foto D, peso de capsula a

partir de la semana 1.

Anexo 8. Recuento de bacterias Lactobacillus delbrueckii (UFC/g) antes y después del

proceso de encapsulacion

Repeticiones  Antes de Después de encapsulado por semana (UFC/g)
encapsulado
(UFC/g)
0 1 2 3
R1 1.02E+08 2.06E+06  1.66E+05 3.65E+04 0.00
R2 1.28E+08 2.34E+06  1.38E+05 3.51E+04 0.00
R3 1.13E+08 2.24E+06  1.32E+05 3.65E+04 0.00
R4 1.86E+08 4.51E+06  2.35E+05 3.65E+04 0.00
RS 1.89E+08 4.779E+06  2.34E+05 4.59E+04 0.00

Nota: Los datos valores presentados se encuentran en UFC/g, antes y después de la

encapsulacion.

Anexo 9. Recuento de bacterias Lactobacillus delbrueckii (Log UFC/g) antes y después

del proceso de encapsulacion.

Repeticiones Log UFC/g Log UFC/g Luego de encapsulado por semana
antes de
encapsulado 0 1 2 3
R1 8.01 6.31 5.22 4.56 0.00
R2 8.11 6.37 5.14 4.55 0.00
R3 8.05 6.35 5.12 4.56 0.00
R4 8.27 6.65 5.37 4.56 0.00
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R5

8.28

6.68

5.37

4.66

0.00

Media + DE

8.14+0.12 647+0.18 524+0.12 4.58+0.05 0.00+0.00

Nota: los datos estan representados en Log UFC/g usando la formula logio(UFC+1)

(Jarvis, 2016).

Anexo 10. Datos de diametro y peso de las capsulas

R1

= R2 R3 R4 R5

g Diamet Peso Diamet Peso Diamet Peso Diamet Peso Diamet Peso
s (@ © ) ° (2 ° ) © ()

(mm) g (mm) (mm) (mm) (mm)

0 2.26 0.0066 2.15 0.0066 2.03 0.0067 2.24 0.0067 2.25 0.0066
1 0.93 0.0004 0.87 0.0004 0.93 0.0004 0.82 0.0004 0.81 0.0004
2 0.92 0.0004 0.85 0.0004 0.90 0.0004 0.82 0.0004 0.80 0.0004
3 0.91 0.0004 0.85 0.0004 091 0.0004 0.82 0.0004 0.79 0.0004

Nota: los valores mostrados son resultados de una media de 10 céapsulas evaluadas en

diametro y peso en cada repeticion.
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Microencapsulado de bacterias acido lacticas (Lactobacillus delbrueckii) en
alginato de sodio sobre la supervivencia en condiciones ambientales Ayacucho

2025.

Juan Carlos Barzola Ramos! Sulma Soledad Hinostroza Palomino?

juan.barzola.24(@unsch.edu.pe sulma.hinostroza@unsch.edu.pe

Area de investigacion: Ciencias de la salud

Linea de investigacion: Medicina y salud animal, salud publica y saneamiento ambiental.

RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL), como Lactobacillus delbrueckii, son relevantes en
sanidad y produccion animal por su capacidad de modular la microbiota intestinal y mejorar su
capacidad absortiva. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del encapsulado de L.
delbrueckii en alginato de sodio sobre su supervivencia en condiciones ambientales. Se utilizo
el método de extrusion con concentraciones de alginato al 1 %, 2 % y 3 %. Se evaluaron
caracteristicas fisicas de las cadpsulas (morfologia, consistencia y humedad) para seleccionar la
concentracion optima en una fase preliminar. La cantidad de capsulas por mL, la eficiencia de
encapsulacion (EE %) y la supervivencia bacteriana se determinaron a 0, 1, 2 y 3 semanas. La
viabilidad se evalu6 mediante siembras en medio MRS, con recuento de unidades formadoras
de colonia (UFC/g) a las 72 h de incubacién, considerando una dilucién 10 y transformacion
log10 (UFC + 1) para analisis estadistico (Shapiro—Wilk, Jamovi v.2.3). El alginato al 2 %
produjo capsulas esféricas, firmes y uniformes, con menor deformacién estructural, y una
eficiencia de encapsulacion de 79.49 % + 1.01. La viabilidad de L. delbrueckii se mantuvo hasta
la segunda semana y disminuyo significativamente en la tercera, evidenciando la eficacia
temporal del encapsulado y la influencia de la integridad fisica de las capsulas en la proteccion
bacteriana. Se concluye que la encapsulacion en alginato de sodio al 2 % permite conservar la
supervivencia de L. delbrueckii hasta por dos semanas en condiciones ambientales, siendo utiles

para ser usado en suplementos probidticos para animales de produccion y compaiia.

Palabras clave: Lactobacillus delbrueckii, encapsulacion, alginato de sodio, supervivencia,

probidtico.
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Microencapsulation of lactic acid bacteria (Lactobacillus delbrueckii) in
sodium alginate for survival under environmental conditions, Ayacucho,

2025.

Juan Carlos Barzola Ramos! Sulma Soledad Hinostroza Palomino?

juan.barzola.24(@unsch.edu.pe sulma.hinostroza@unsch.edu.pe

Research Area: Health Sciences

Research Line: Medicine and animal health, public health and environmental sanitation.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB), such as Lactobacillus delbrueckii, are relevant in animal health and
production due to their ability to modulate the intestinal microbiota and improve absorptive
capacity. The aim of this study was to evaluate the effect of L. delbrueckii encapsulation in
sodium alginate on its survival under environmental conditions. The extrusion method was used
with alginate concentrations of 1%, 2%, and 3%. Physical characteristics of the capsules
(morphology, consistency, and moisture content) were assessed to select the optimal
concentration in a preliminary phase. The number of capsules per mL, encapsulation efficiency
(EE%), and bacterial survival were determined at 0, 1, 2, and 3 weeks. Viability was evaluated
by plating on MRS medium, with colony-forming unit (CFU/g) counts after 72 h of incubation,
considering a 10~* dilution and log10 (CFU + 1) transformation for statistical analysis (Shapiro—
Wilk, Jamovi v.2.3). The 2% alginate produced spherical, firm, and uniform capsules with less
structural deformation, and an encapsulation efficiency of 79.49% =+ 1.01. The viability of L.
delbrueckii was maintained up to the second week and decreased significantly in the third week,
demonstrating the temporary effectiveness of encapsulation and the influence of the physical
integrity of the capsules in bacterial protection. It is concluded that encapsulation in 2% sodium
alginate preserves the survival of L. delbrueckii for up to two weeks under environmental
conditions, making it useful for probiotic supplements intended for production and companion

animals..

Keywords: Lactobacillus delbrueckii, encapsulation, sodium alginate, survival, probiotic.
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INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos grampositivos
ampliamente distribuidos en ambientes naturales, alimentos fermentados y el tracto
gastrointestinal de animales y humanos (Giraffa, 2004). Entre ellas, Lactobacillus delbrueckii
se distingue por su capacidad para sintetizar metabolitos bioactivos, contribuir equilibrio de la
microbiota intestinal y favorecer procesos digestivos, impactando positivamente en la salud y
el rendimiento productivo de animales de produccion y compaiiia (FAO/WHO, 2002; Sanders
etal., 2019). Estas caracteristicas funcionales hacen que las BAL sean herramientas estratégicas
en medicina veterinaria para mejorar la digestion, la estabilidad intestinal y el bienestar animal

en distintos sistemas de produccion.

A pesar de sus beneficios, la viabilidad de L. delbrueckii es altamente sensible a factores
ambientales como temperatura, pH, actividad de agua y estrés oxidativo durante
almacenamiento y procesamiento (Cook et al., 2012). La reduccion significativa de unidades
formadoras de colonia (UFC) compromete su funcion bioldgica, limitando su eficacia y los
efectos esperados en el huésped animal (Kailasapathy, 2006; Tripathi & Giri, 2014). Por ello,
se requiere implementar estrategias tecnologicas que protejan a las BAL frente a condiciones

adversas y aseguren una mayor supervivencia hasta su administracion.

La microencapsulacion mediante matrices biopoliméricas, como el alginato de sodio, se
presenta como una alternativa efectiva para preservar la viabilidad bacteriana (Anal & Singh,
2007). Esta técnica permite formar microcépsulas que actiian como barreras protectoras frente
a agentes fisicos y quimicos adversos, facilitando la liberacion controlada de las bacterias y
mejorando su estabilidad durante el almacenamiento. Estudios previos han demostrado que la
efectividad de la encapsulacion depende de variables como la concentracion de alginato, el

método de encapsulacion y las condiciones de almacenamiento (Krasaekoopt et al., 2003).

En el presente estudio se evalud el efecto del encapsulado de Lactobacillus delbrueckii
en alginato de sodio a concentraciones de 2 %, sobre la supervivencia bacteriana en condiciones
ambientales propias de Ayacucho, la concentracion de alginato al 2% fue seleccionada luego de
una fase preliminar. Para la encapsulacion se emple6 el método de extrusion utilizando una
solucion de gluconato de calcio al 10 % y 2 M. Se evaluaron la morfologia, consistencia y

humedad de las capsulas, asi como la supervivencia de L. delbrueckii mediante siembra en
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medio MRS y conteo de UFC/g a las semanas 0, 1, 2 y 3 de almacenamiento a temperatura
ambiente. Los resultados preliminares mostraron que la viabilidad inicial fue de 6.47 Log
UFC/g en la semana 0, disminuyendo a 5.24 Log UFC/g en la semana 1 y a 4.58 Log UFC/g
en la semana 2, mientras que en la semana 3 no se observaron bacterias viables (0.00 Log
UFC/g). Los datos de supervivencia fueron analizados para normalidad utilizando el software

The jamovi project (2022), version 2.3.

Esta investigacion busca contribuir al desarrollo de tecnologias accesibles y efectivas
que mejoren la estabilidad y funcionalidad de las BAL, facilitando su aplicacion en la industria

alimentaria animal local y regional.
Objetivo general

- Evaluar el efecto del encapsulado de bacterias acido lacticas (Lactobacillus delbrueckii)
en alginato de sodio sobre la supervivencia en condiciones ambientales.

Objetivos especificos

- Determinar la concentracion de alginato de sodio para la encapsulacion de bacterias
acido lacticos (Lactobacillus delbrueckii) en una concentracion estandar sobre la
supervivencia en el ambiente.

- Determinar la cantidad de capsulas por mL obtenidas en una concentracion estandar de
bacterias acidas lacticas (Lactobacillus delbrueckii) para determinar su calidad a 0, 1,
2, 3 semanas.

- Determinar la supervivencia en el ambiente a 0, 1, 2, 3 semanas de las bacterias acido
lacticas (Lactobacillus delbrueckii) en una concentracion estandar, encapsuladas en

alginato de sodio.

MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia Veterinaria de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, ubicada en el distrito de Ayacucho, provincia de
Huamanga Departamento de Ayacucho, a una altura de 2790 m.s.n.m., con temperatura media

de 17.5 °C y una humedad relativa media de 60% (SENAMHI, 2026).
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2.2. Materiales

2.2.1. Material biologico

2.2.2

Bacteria acido lactica comercial (Lactobacillus delbrueckii)

. Materiales

Vasos precipitados

Placa Petri

Varilla

Jeringas de 3, 5, 10 mL
Agujas hipodérmicas de 25 G

Tubos de ensayo 15 mL
Gradillas

Papel filtro

Papel toalla

Laminas portaobjetos

- Micropipeta de 100 -1000 uL Mortero y pilon

- Tips Azules 100-1000 uL Mechero

- Asade digralsky Algodon

- Probetas 20 mL, 100 mL Pabilo

- Matraz Erlenmeyer 250 mL, E.P.P.

500 mL

2.2.3. Equipos

- Incubadora de Laboratorio Autoclave

. Refrigeradora Vernier digital

- Agitador orbital Vortex

- Balanza analitica Microscopio
2.2.4. Insumos

Gluconato de calcio al 10%

Alginato de sodio

- Agar De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
- Caldo De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
- Agua destilada
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2.3. Procedimiento metodologico

El presente trabajo se dividio en cuatro etapas principales:

2.3.1. Determinacion de la mejor concentracion de alginato de sodio en porcentaje

Se llevo a cabo una etapa preliminar de encapsulacion sin la inclusion de bacterias, con

el proposito de determinar la concentracion optima de alginato de sodio que permita obtener

capsulas con la mayor estabilidad y calidad fisica a temperatura ambiente. Esta fase fue

fundamental para asegurar que las capsulas formadas presenten caracteristicas adecuadas que

favorezcan la viabilidad y proteccion de las bacterias acido lacticas durante el tiempo y las

condiciones ambientales evaluadas.

Preparacion:

El alginato de sodio fue mezclado en 20 mL de agua destilada a diferentes
concentraciones de 1%, 2% y 3%.

Cada mezcla en diferentes concentraciones de alginato de sodio fue homogenizada hasta
eliminar los grumos.

Posteriormente, se procedié a realizar la formacion de las capsulas mediante el método
de extrusion, cada mezcla fue cargada en una jeringa de 3 mL y se dejo caer gota a gota
mediante una aguja de 25 G, sobre la solucion de gluconato de calcio al 0.2 M contenida
en un vaso precipitado, mantenida en constante agitacién con ayuda del agitador orbital
a 250 rpm.

Las cépsulas permanecieron en la solucion de gluconato de calcio durante 30 minutos
en constante agitacion.

Concluido ese tiempo, las capsulas de alginato contenidas en el vaso precipitado fueron
lavadas tres veces con agua destilada para eliminar los restos de la solucion de gluconato
de calcio a 0.2 M.

Se tomaron las cépsulas al azar de cada una de las concentraciones a una placa Petri
para su evaluacion en forma y consistencia.

Finalmente, se opto utilizar la concentracion de alginato de sodio al 2 % para el proceso

de encapsulado de Lactobacillus delbrueckii, debido a que presenté una mejor forma y

consistencia de las capsulas en comparacion con las concentraciones al 1%y 3 %.
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2.3.2. Condiciones generales: activacion y determinacion de concentracion de las

BAL.
2.3.2.1. Activacion y crecimiento de las bacterias

Se tomo 1 g del cultivo bacterias comercial de Lactobacillus delbrueckii y se inoculd en
10 ml de caldo MRS. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 72 horas, obteniéndose asi la solucion

madre.
La activacion y el crecimiento de las bacterias fueron evaluados mediante:

- Observacion del cambio de color del medio liquido MRS, indicador de la produccion
de acido lactico (de amarillo ambar a marrén)

- Presencia de sedimentacion, la cual sugiri6 un crecimiento significativo.

- Tinciéon de Gram confirmando que las bacterias eran Gram positivas, que es

caracteristica esperada de la cepa utilizada.

2.3.2.2. Determinacion de la concentracion de BAL

A partir de la soluciéon madre se realizaron diluciones seriadas a hasta alcanzar una
concentracion de 10™*%, la cual se incubo a 37 °C durante 72 horas. Posteriormente, se tomaron
100 pL de la dilucién y se sembraron por duplicado en agar MRS, usando el método de

extension con una asa de Digralsky. Las placas se incubaron 37 °C durante 72 horas.

Se realizo la caracterizacion macroscépica de las colonias de Lactobacillus delbrueckii,
observandose en formas circulares, tamafio pequefias a medianas, elevacion convexa, color
cremosa, consistencia pastosa, superficie lisa con bordes regulares., concordando por lo

reportado por Ramirez-Baca et al.(2009).

Finalmente, se calcul6 la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo
antes del encapsulado, contabilizando las colonias presentes en cada placa. Para el andlisis, los
recuentos bacterianos fueron transformados a escala logaritmica (Log UFC/g), siguiendo las
recomendaciones de Jarvis (2016) y Brunelle et al. (2012), debido a que los datos de recuentos

con multiples diluciones no se ajustan a distribucion normales ni de Poisson.

2.3.3. Encapsulacion de las BAL

El proceso de encapsulacion de Lactobacillus delbrueckii se realiz6 mediante el

método de extrusion y llevo a cabo siguiendo los siguientes pasos:
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- La mezcla de alginato al 2% y Lactobacillus delbrueckii (10~*) se prepard en una
proporcion de 4 :1 respectivamente, contenida en un vaso de precipitado se agit6 hasta
obtener una homogeneizacion completa.

- Lasolucion de gluconato de calcio 0.2 M se prepar6 en vasos de precipitados. La mezcla
de alginato con bacterias Lactobacillus delbrueckii (10~*) se cargd en una jeringa con
una aguja de calibre 25 G y se dejo caer gota a gota sobre la solucion de calcio

- Durante este proceso se determiné la cantidad de capsulas por mililitro (mL) de la
mezcla mediante cinco conteos independiente.

- Las capsulas permanecieron en la solucion de gluconato de calcio durante 30 minutos
en constante agitacion con ayuda del agitador orbital a 250 rpm.

- Posteriormente, las capsulas fueron recuperadas en papel filtro y lavadas tres veces con
agua destilada y transferidos a una placa Petri para evaluar la supervivencia de las

bacterias a la 0 semana, 1 semana, 2 semana y 3 semana a condiciones ambientales.
2.3.4. Evaluacion de supervivencia de BAL encapsulados

Para determinar la viabilidad de las bacterias Lactobacillus delbrueckii encapsuladas:

- Se tomaron 100 capsulas al azar y se trituraron en un mortero.

- Se afiadieron 10 mL de caldo MRS y la mezcla fue homogenizada antes de transferirse
un tubo de ensayo.

- Se sembraron 100 puL de la muestra por duplicado, en agar MRS usando el método de
extension con ayuda asa de Digralsky, (Yeung et al., 2016).

- Las placas fueron incubadas 37 °C durante 72 horas.

- Finalmente, se contabilizé el nimero de colonia y los datos se reportados como Log
UFC/g.

El mismo procedimiento se aplico a todas las repeticiones a la semana 0, 1, 2 y 3.

2.4. Analisis de datos
2.4.1. Unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g)

Colonias enumeradas

UFC/g = X Factor de dilucién (Madigan etal., 2015).

mL sembrados

Mediante la siguiente formula se determin6 las UFC/g antes y después del proceso de
encapsulado de las bacterias Lactobacillus delbrueckii, considerando la dilucion 10~* en cada

una de las repeticiones.
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2.4.2. Transformacion a escala logaritmica

Se aplico la siguiente formula:

logo (UFC + 1)

Se aplica cuando los datos incluyen ceros, donde “+ 1” es la correcion matematica.

Todos los datos transformados se reportan como Log UFC/g (Jarvis, 2016).

2.4.3. Humedad (%)

Para determinar la humedad de las capsulas se uso la siguiente formula:

Humedad (%) = %_(;S(‘g) x 100

(Sancho, 2019), Donde:

- PH (g) = peso de capsulas huimedas en gramo.

- PS (g) = peso de capsulas secas en gramos.
2.4.4. Eficiencia de encapsulacion (EE %)

Para determinar la EE %, se aplico la formula:
EE % ~ x 100
Ny

(Mirzamani et al., 2021), Donde:

- N =ntmero de bacterias liberadas de la capsula (Log UFC/g)

- Ny = nimero de bacterias libres (Log UFC/g) afiadidas a la solucion de alginato

2.4.5. Analisis estadistico

La normalidad de los datos de supervivencia se evalu6 mediante la prueba de Shapiro—
Wilk. El anélisis estadistico se realizo con el software The jamovi project (2022), version 2.3.

La desviacion estandar de las medias se calculé utilizando Microsoft Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Concentracion de alginato de sodio para la encapsulacion de Lactobacillus

delbrueckii.
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Tabla 1

Evaluacion fisica de las capsulas segun concentracion de alginato a temperatura ambiente

Repeticion Concentracion  Condicion Estado de las Capsulas
de Alginato (%) de Almacenamiento (Forma y consistencia)
R1 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R2 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R3 1% Ambiente (25°C) Esférica, blanda
R1 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R2 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R3 2% Ambiente (25°C) Esférica, dura
R1 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura
R2 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura
R3 3% Ambiente (25°C) Pleomorfica, dura

Nota. Se muestra las caracteristicas fisicas evaluadas de las capsulas. Se consideraron tres

repeticiones para cada concentracion de alginato.

Los resultados de la fase preliminar muestran la influencia de la concentracién de
alginato de sodio (1 %, 2 %y 3 %) sobre la forma y consistencia de las capsulas, con el objetivo
de establecer un protocolo de encapsulacion que garantice capsulas esféricas y consistentes.
Esta fase se realiz6 sin inclusion de Lactobacillus delbrueckii, bajo condiciones ambientales

controladas (25 °C), utilizando una aguja de 25 G para la formacion de las capsulas.

Como se observa en la tabla 1, la concentracion de alginato que produjo mejores
caracteristicas fisicas fue la concentracion de 2 %, con capsulas esféricas y de consistencia dura.
Por esta razéon se selecciond esta concentracion para el encapsulado de Lactobacillus

delbrueckii en el presente trabajo de investigacion.

Figura 1
Capsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato de sodio

A B C
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Nota. Se muestran las capsulas obtenidas con diferentes concentraciones de alginato de sodio.
Las céapsulas presentan caracteristicas fisicas similares dentro de cada concentracion, mientras

que se observan variaciones al comparar las concentraciones de 1 %, 2 % y 3 %.

Los resultados obtenidos en las repeticiones de cada concentracion de alginato, muestran
las mismas caracteristicas fisicas, pero si se muestra variaciones al comparar las

concentraciones de alginato de 1 %, 2% y 3% de alginato de sodio.

3.1.1. Concentracion de alginato al 1 %

Las capsulas presentaron forma esférica y consistencia blanda. La mezcla mostrd baja

viscosidad y alta fluidez, favoreciendo la formacion de capsulas blandas.

3.1.2. Concentracion de alginato al 2 %

Las capsulas conservaron la forma esférica y presentaron una consistencia mas firme.

La mezcla tuvo viscosidad y fluidez moderadas, lo que permitio obtener capsulas uniformes.

3.1.3. Concentracion de alginato al 3 %

Las cépsulas presentaron formas irregulares (pleomorficas, elipticas y en lagrima) y
mayor dureza. La mezcla mostrdé alta viscosidad, baja fluidez y presencia de grumos,

dificultando la homogeneizacion y la formacion de capsulas esféricas.

No se encontro referencia bibliografica que describan especificamente las caracteristicas
fiscas evaluadas en el presente estudio como la forma y consistencia de la capsula a diferentes
concentraciones de alginato de sodio (1%, 2%, 3%), utilizando una aguja de 25G, con el cual
se pueda discutir esta fase preliminar. Sin embargo, existen reportes que describen
procedimientos similares utilizando calibre de aguja diferentes. Por ejemplo Lee & Heo (2000),
utilizaron una aguja de 20 G y concentraciones de alginato de 2 al 4 %, obtuvieron cépsulas
esféricas, sin embargo, al usar concentracion por debajo de 2% , no lograron obtener capsulas

de forma esféricas. Parthiban et al.(2006), emplearon una aguja de 21 G y 3 % de alginato
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mediante el método de encapsulacion por extrusion, obtuvieron capsulas esféricas y regulares.
Rosas-Ledesma et al.( 2012), al emplear una aguja de 16 G y concentraciones de alginato de
1% a 4%, reportaron que en las concentraciones de 3% y 4 % permitieron obtener capsulas mas
esféricas a comparacion a 2 %, asimismo, al observar las cépsulas al microscopio Optico

determinaron que la concentracion inferior a 2 % no producen capsulas esféricas.

En el presente estudio la concentracion de alginato de sodio al 2 % elaboradas con una
aguja de 25 G, proporcion6 una adecuada fluides y viscosidad permitiendo obtener cépsulas
esféricas, en consecuencia, fue elegida para el encapsulado de Lactobacillus delbrueckii. A
diferencia de los estudios mencionados, todos ellos obtuvieron capsulas esféricas a
concentraciones de alginato igual o superiores a 3%, esta diferencia podria atribuirse al uso de
agujas de mayor calibre, lo que facilita el paso de la solucién incluso cuando la viscosidad de
la misma sea alta. Del mismo modo, en la concentracion de alginato al 1% se obtuvieron
capsulas visualmente esféricas, resultado que no concuerda con lo reportado por Lee & Heo

(2000) y Rosas-Ledesma et al. (2012).

3.2. Cantidad de capsulas por mL y evaluacion de diametro y peso durante

almacenamiento.

Tabla 2

Cantidad de capsulas obtenidas por mL.

Repeticion Cap./mL.  Cap./mL. Cap./mL Cap./mL Cap./mL Promedio

M1 78 82 83 79 78 80
M2 &3 81 79 78 79 80
M3 79 83 77 81 80 80
M4 82 80 76 84 78 80
MSsS 85 77 79 81 78 80

Nota: M1-M5 representan las repeticiones del proceso de encapsulacion. Cap./mL. Indica la

cantidad de capsulas obtenidas por mililitro de mezcla de alginato y bacterias.

Los resultados de la tabla 2, muestran la cantidad de capsulas por mL obtenidas a partir
de la mezcla de alginato y Lactobacillus delbrueckii. Para cada repeticion se realizaron cinco
conteos independientes, extrayendo 1 mL de la mezcla mediante una jeringa y se utilizando una
aguja de 25 G para la formacioén de las capsulas. Se observan pequeias variaciones entre
conteos y repeticiones, probablemente debido a la diferencia en la presion ejercida sobre el

embolo de la jeringa durante la extrusion. Sin embargo, la media de cépsulas por mL fue
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consistente en todas las repeticiones, con un valor promedio de 80 capsulas/mL. No se
encontraron referencias bibliograficas que reporten la cantidad de cépsulas obtenidas por mL

bajo condiciones similares, por lo que no fue posible realizar una comparacion directa.

Figura 2
Evaluacion del diametro (mm) y peso (g) de las capsulas durante el almacenamiento al
ambiente.
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Nota. La figura muestra los cambios en diametro (mm) y peso (g) de las capsulas durante las 3

semanas. Cada valor representa la media de las 5 repeticiones.

En la semana 0, las céapsulas recién obtenidas mediante el método de extrusion
presentaron un diametro promedio de 2.19 mm y peso promedio de 0.0067 g. Para la semana 1
se observa una disminucion en ambos variables donde el didmetro se redujo hasta una media
de 0.87 mm y peso media de 0.0004 g. Este cambio inicial se atribuye a la perdida de agua

contenida en las capsulas recién formadas.

En comparacion con la literatura, Lee & Heo (2000) reportaron capsulas con didmetro
promedio de 1.03 mm al emplear una aguja de 20 G, concentracion de alginato de 2% y
solucion de CaCl: 0.1 M. Parthiban et al. (2006), utilizando 3 % de alginato, aguja de 21 G y
CaClz 0.5 M, obtuvieron cépsulas de 2.37 mm, mientras que Sancho (2019), con condiciones

similares al presente estudio pero aguja de 21 G, registré un didmetro de 2.49 mm. Finalmente
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Azam et al. (2020), empleando aguja de 25 G, 2 % de alginato y CaCl: 0.4 M, report6 capsulas

de 1.8 mm..

Los resultados obtenidos en el presente estudio, se obtuvieron capsulas con un mayor
diametro en comparacion con los resultados reportados por Azam et al. (2020), a pesar de
emplear el mismo calibre de aguja, mientras que, en comparacion con los demads autores, los
resultados obtenidos son inferiores. Estas variaciones con respecto a didmetro de las capsulas
se podrian atribuirse al uso de diferentes calibres de aguja, variacion en la concentracion
alginato de sodio y concentracion de gluconato de calcio utilizada en el proceso de
encapsulacion. Ademas de la velocidad de flujo durante la extrusion, la distancia de caida de
las gotas hacia la solucion de cloruro de calcio, el tiempo de permanencia de las capsulas en los
agentes gelificante (cloruro o gluconato de calcio) y la velocidad de agitacion del agente

gelificante durante el proceso de formacion de la capsulas (Rosas-Ledesma et al., 2012).

A partir de la semana 1 hasta la semana 3, el didmetro y el peso de las cépsulas
permanecieron practicamente constantes con valores promedio de 0.87-0.86 mm y 0.0004 g
respectivamente, lo que se evidencia una estabilizacién estructural de las cépsulas tras la

perdida inicial de agua.

El contenido de humedad de las capsulas obtenidas con una concentracion de alginato
al 2 % en el presente estudio fue de 94.5% , resultado que se asemeja a los reportes hechos por
Sancho (2019), quien registro una humedad de 94.92% utilizando una concentracion de alginato
similar, sin embargo, utiliz6 una aguja de 21G para el proceso de encapsulacion. No se encontrd
referencias que describan el comportamiento del peso de las capsulas luego de la deshidratacion
con el cual se pueda realizar una comparacion directa con los resultados obtenidas en este

estudio.

3.3. Supervivencia de Lactobacillus delbrueckii encapsulados en alginato de sodio al

2% a0, 1,2, 3 semanas.

Tabla 3

Eficiencia del proceso de encapsulacion por método de extrusion

Repeticion Antes de Después de Eficiencia de
encapsulacion encapsulacion encapsulacion
(Log UFC/g) (Log UFC/g) (EE %)

R1 8.01 6.31 78.85

R2 8.11 6.37 78.58
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R3 8.05 6.35 78.86

R4 8.27 6.65 80.46
R5 8.28 6.68 80.71
Media + DE 8.14+£0.12 6.47+0.18 79.49 + 1.01

Nota: Cada repeticion representa la media de cultivos realizados por duplicado.

Los resultados de la tabla 3 muestra que la concentracion bacteriana antes de la
encapsulacion fue de una media de 8.14 + 0.12 Log UFC/g, mientras que después de la
encapsulacion disminuy6 a una media de 6.47 + 0.18 Log UFC/g. Asimismo, la eficiencia de
encapsulacion obtenida fue de una media de 79.49 % + 1.01, lo que indica que, durante el
presente trabajo de investigacion, la encapsulacion de la Lactobacillus delbrueckii permitid

retener cerca del 80 % de las bacterias viables iniciales mediante el método de extrusion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio se asemejan a los repostes realizados
por Défas & Moreira (2017), reportaron una eficiencia de 76 % =+ 0.69 utilizando 2 % de
alginato y aguja de 22 G. Sancho (2019), con 2 % de alginato y aguja de 21 G, obtuvo una EE
de 89.8 %, mientras que, Azam et al. (2020), reportaron una eficiencia de 84 % +1. Estas
comparaciones sugieren que la eficiencia obtenida, se encuentran dentro de los valores
reportados por estudios similares, a pesar de haberse utilizado una aguja de menor calibre

durante el proceso de encapsulacion en el presente trabajo de investigacion.

Ademéds, Sancho (2019), al evaluar la eficiencia de encapsulacion con diferente
concentracion de alginato de sodio, reporto una eficiencia a 100 % con una contraccion de 6%.
Este resultado podria ser atribuirse a que a mayor concentracion de alginato generan capsulas
con menor porosidad, permitiendo obtener mayor concentracion bacterias viables dentro de las
capsulas, ademas evitaria que las bacterias probioticas se dispersen hacia el medio externo
durante el proceso de reticulacion, es decir, cuando el alginato se solidifique o se forme las

capsulas al entrar en contacto con la solucion de gluconato de calcio.

Figura 3

Supervivencia de Lactobacillus delbrueckii encapsulados durante 0, 1, 2, 3 semanas
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Nota: Los valores representan la media de cinco repeticiones de supervivencia de Lactobacillus

delbrueckii en Log UFC/g, durante 3 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente.

En la semana 0, la supervivencia de Lactobacillus delbrueckii luego de proceso de
encapsulacion fue de una media de 6.47 Log UFC/g. A la semana 1, disminuy6 a 5.24 Log
UFC/g, para la semana 2, la supervivencia disminuyo a 4.58 Log UFC/g. Finalmente, en la

semana 3, no se evidencio bacterias de Lactobacillus delbrueckii viables 0.00 Log UFC/g.

Los resultados obtenidos demuestran que, durante las dos primeras semanas, las
bacterias permanecieron viables dentro de las cépsulas. Sin embargo, la concentracion de
alginato de sodio al 2 % como agente encapsulante, no resulto suficiente para mantener la
viabilidad durante periodos prolongados de almacenamiento a temperatura ambiente. La caida
abrupta en la semana 3, podria atribuirse a diversos factores, entre ellos la limitada o
agotamiento de nutrientes dentro de la capsula, deshidratacion de las capsulas, o la poca

capacidad protectora del agente encapsulante frente a las condiciones ambientales.

La literatura indica que la supervivencia de probidticos encapsulados puede mejorar al
aumentar la concentracion de alginato y el diametro de las c4psulas, reduciendo el tamafio y
numero de poros y mejorando la retencion de las bacterias (Lee & Heo, 2000). Esto sugiere que
ajustar estos pardmetros podria prolongar la viabilidad de Lactobacillus delbrueckii en

condiciones ambientales similares a las evaluadas en este estudio.
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CONCLUSIONES

1. Laconcentracion de alginato al 2 % permiti6 obtener capsulas fisicamente estables, con
forma esférica y consistencia adecuada para el encapsulado de Lactobacillus
delbrueckii.

2. La cantidad promedio de capsulas obtenidas por mililitro de la mezcla de alginato y
Lactobacillus delbrueckii fue de 80 capsulas/mL, asegurando uniformidad en el proceso
de encapsulacion.

3. Elmétodo de encapsulacion por extrusion presentd una eficiencia de 79.49 % + 1.01 en
la retencion de Lactobacillus delbrueckii, manteniendo su viabilidad durante las dos

primeras semanas de almacenamiento, con disminucion total a la semana 3.
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