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RESUMEN

Lactobacillus gasseri (LG) es un probidtico que mantiene la homeostasis intestinal, estimula
el desarrollo del sistema inmunitario y ayuda a controlar el peso de neonatos. Se transfiere
por via entero-mamaria. Sin embargo, la interrupcion del parto vaginal y la lactancia materna
dificultan su colonizacién intestinal. La administracion oral de probidticos
microencapsulados en alginato de sodio puede suplir su transmisién vertical. No obstante,
la digestion en el tracto gastrointestinal afecta significativamente la viabilidad bacteriana
mediante factores como cambios de pH, degradacion enzimatica o la accion de las sales
biliares. Como consecuencia, limita su potencial terapéutico. El objetivo principal de esta
investigacion fue crear sistemas monocapa (Alginato de sodio) y multicapa (Alginato de
sodio/Quitosano/Eudragit S-100) para la proteccion y liberacién controlada de LG C1119 en
un modelo estatico de digestion de neonato in vitro. Esta conformado por 3 fases: boca,
estdmago e intestinto delgado. La eficiencia de encapsulacion de LG C1119 fue del 100%
(>1x10” UFC/g). Respecto al tamario, el sistema multicapa presenté un mayor didametro y
una distribucion mas amplia. Las pruebas de digestion con LG en su forma libre mostraron
que tolero la exposicion al acido gastrico pero no sobrevivio al contacto con las sales biliares
en el intestino delgado. Finalmente, las pruebas de digestion con LG en su forma
microencapsulada revelaron que las particulas monocapa y multicapa protegieron las
células durante la digestion simulada de neonato. Preservaron la viabilidad bacteriana en
cantidades >1x108 UFC/g, equivalente a una supervivencia >90%. Sin embargo, no se logro
una adecuada liberacion de células en el intestino delgado. El inconveniente se asocié con
una incompatibilidad entre los parametros de la microencapsulacion y las condiciones de

digestién del modelo.
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ABSTRACT

Lactobacillus gasseri (LG) is a probiotic that maintains intestinal homeostasis, stimulates the
development of the immune system and helps control the weight of newborns. It is
transferred via the entero-mammary route. However, interruption of vaginal birth and
breastfeeding make intestinal colonization difficult. The oral administration of probiotics
microencapsulated in sodium alginate can replace its vertical transmission. However,
digestion in the gastrointestinal tract significantly affects bacterial viability through factors
such as pH changes, enzymatic degradation or the action of bile salts. As a consequence, it
limits its therapeutic potential. The main objective of this research was to create monolayer
(Sodium Alginate) and multilayer (Sodium Alginate/Chitosan/Eudragit S-100) systems for the
protection and controlled release of LG C1119 in a static in vitro neonatal digestion model.
It is made up of 3 phases: mouth, stomach and small intestine. The encapsulation efficiency
of LG C1119 was 100% (>1x107 CFU/g). Regarding size, the multilayer system had a larger
diameter and a broader distribution. Digestion tests with LG in its free form showed that it
tolerated exposure to gastric acid but did not survive contact with bile salts in the small
intestine. Finally, digestion tests with LG in its microencapsulated form revealed that
monolayer and multilayer particles protected cells during simulated neonatal digestion. They
preserved bacterial viability in quantities >1x108 CFU/g, equivalent to >90% survival.
However, adequate release of cells in the small intestine was not achieved. The drawback
was associated with an incompatibility between the microencapsulation parameters and the
digestion conditions of the model.

11



1. ANTECEDENTES

1.1. Definicidon de los probidticos

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacidon (FAO, por sus siglas en inglés) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2001, definieron a los probi6ticos como
"microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un
beneficio para la salud del huésped" (FAO & WHO, 2001).

La Asociacion Cientifica Internacional para Prebiéticos y Probioticos (ISAPP, por sus siglas
en inglés) publicé un consenso para el uso adecuado del término "probidtico" contemplando
la definicion de la FAO/OMS (Hill et al., 2014). Enfatiza tres caracteristicas importantes de
estos microorganismos: 1) viabilidad celular, 2) cantidad por dosis y 3) beneficios

cientificamente comprobados en la salud del hospedero.

México, por su parte, emitiéo un consenso basado en el documento de la ISAPP sobre el uso
de probidticos en gastroenterologia y establecié los "Enunciados generales sobre
probioticos" (Valdovinos et al., 2017). En ellos se afiaden 2 requisitos: 1) la cepa de un
probiotico se debe identificar mediante el género, la especie y la designacion alfanumérica
y 2) solo aquellos productos cuyo contenido microbiano se identifique como cepas

especificas seran considerados probidticos.

1.2. Comercializacion de los productos probidticos

Los probidticos son de gran interés comercial debido a que tienen diversos mecanismos
biolégicos que brindan efectos benéficos a la salud humana, estan implicados en la
modulacién metabdlica y del sistema inmunitario, la reconstitucion de la microbiota intestinal
perturbada, la exclusion competitiva de patdgenos, la sintesis de metabolitos bioactivos y la
interaccidn con el eje intestino-cerebro (Damian et al., 2022; Plaza-Diaz et al., 2019; Yoha
et al., 2021).

El tamano del mercado mundial de los productos probidticos se valoré en poco mas de un
billon de MXN en el 2021, (Grand View Research, 2023) (Fig. 1). Se estima que para finales
de 2024 alcanzara mas de 1.5 billones de pesos, con la tasa mas rapida de retorno de
inversion econdmica registrada hasta ahora, debido a la demanda creciente de alimentos

fortificados con probidticos (Yoha et al., 2021).
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Mercado de probiéticos de EE. UU.
Tamano, por producto, 2020 - 2030 (miles de millones de
USD)

$8.88 $9.3B I

2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030
@ Alimentos y bebidas probiéticos Suplementos dietéticos probiéticos Probidticos para animales
Figura 1. Tendencias de comercializacion de productos probioticos en el mercado mundial
pronosticadas hasta el afio 2030. Destacan tres categorias: 1) alimentos y bebidas probidticas, 2)
suplementos dietéticos probidticos y 3) probidticos para alimentaciéon animal. El aumento en la

diversificacion de presentaciones comerciales, y en su consumo, promueven el interés hacia la

atencion médica preventiva. Modificado de Grand View Research (2023).

Algunos microorganismos que incluyen estos productos son las bacterias acido lacticas
(BAL; e.j. Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp., Lactococcus spp.), las
bifidobacterias (e.j. Bifidobacterium animalis subsp. lactis, B. longum), las levaduras (e.].
Saccharomyces cerevisiae, S. boulardii, S. carisbergensis) y algunos hongos filamentosos
(e.j. Aspergillus niger, A. oryzae). Se administran por via oral en presentaciones comerciales

como alimentos, suplementos, farmacos, férmulas infantiles o consorcios bacterianos.

De acuerdo con la ISAPP, los probidticos se deben mantener en una cantidad minima de
1x10° unidades formadoras de colonias (UFC) por dosis de producto. En el caso del sector
alimentario, la cantidad requerida es menor (1x10%® UFC por porcién) porque se suelen
ingerir en mayor proporcion y es factible alcanzar un consumo equivalente de UFC
(Bertazzoni et al., 2013).
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1.3. Generalidades de las bacterias acido lacticas (BAL) v el género Lactobacillus

Las BAL son un grupo funcional y genéticamente relacionado que produce acido lactico
como principal producto de la fermentacion de azucares (Francl et al., 2010). La mayoria se
clasifican como anaerobias aerotolerantes (Madigan et al., 2022). En la industria alimentaria
se utilizan como cultivos iniciadores de productos lacteos fermentados (Jitpakdee et al.,
2022). También se encuentran de forma natural en los alimentos (frutas, verduras, cereales,

carnes, etc).

Las BAL son "generalmente reconocidas como seguras" (GRAS, por sus siglas en inglés)
por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (USFDA, por sus siglas
en inglés). También cuentan con el estatus de "presuncién calificada de seguridad" (QPS;
por sus siglas en inglés) otorgado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA, por sus siglas en inglés). Ambos estatus permiten que su uso comercial no presente

complicaciones (Dempsey & Corr, 2022).

El género Lactobacillus estda conformado por bacterias Gram positivas, anaerobias
facultativas, no esporulantes, sin capsula, con morfologia bacilar que crecen 6ptimamente
en ambientes acidos con valores de pH <4 (Madigan et al., 2022).

Las funciones probidticas de los lactobacilos se ha estudiado porque muestran una
asociacion mutualista con el ser humano (Al-Yami et al., 2022; Dempsey & Corr, 2022; Gul
et al., 2024; Mazziotta et al., 2023). Pueden atravesar el tracto gastrointestinal (TGl),
colonizar la mucosa colonica y proliferar. También pueden encontrarse en la cavidad oral,

el tracto urogenital femenino y predominan en la region del ileon (Francl et al., 2010).

1.4. Importancia de la lactancia materna en neonatos

Los neonatos son individuos recién nacidos con menos de 4 semanas de edad (Louis et al.,
2016). Dependiendo de las semanas de gestacion antes del parto, el bebé se puede
clasificar como: a término (37-42 semanas), postérmino (>42 semanas), cerca del término
(34-36 semanas) o prematuro (24-34 semanas). Los embarazos suelen tener una duracion
de 37 a 42 semanas de gestacion, en promedio duran 9 meses (40 semanas) (Beade &
Garcia, 2024).

La fisiologia gastrointestinal de los neonatos se adapta para facilitar la colonizacién intestinal

por los lactobacilos en los primeros meses de vida (Senn et al., 2020). Su densidad
14



bacteriana aumenta en el TGI después del afno. Finalmente, la maduracion del sistema
inmunitario pueden dificultar la colonizacion por las BAL después de los 3 afos de vida
(Houghteling & Walker, 2015; Martin et al., 2012; Senn et al., 2020; Suarez-Martinez et al.,
2023).

La lactancia materna es un proceso bioldgico necesario para la supervivencia de los
neonatos. La leche les brinda los nutrientes indispensables para estimular el desarrollo de
su sistema inmunolégico y sirve como un vehiculo para la transferencia vertical de
consorcios probidticos que constituyen su microbiota intestinal (Galindo-Sevilla et al., 2021;
Rautava, 2020), entre ellos, los lactobacilos y las bifidobacterias (Zhang et al., 2020).

La interrupcion de la lactancia materna exclusiva (LME) aumenta la vulnerabilidad a
enfermedades infecciosas e impacta negativamente en la correcta absorcidn de nutrientes
(Houghteling & Walker, 2015). Por este motivo, los neonatos deben mantener la LME al
menos durante sus primeros 6 meses de vida (OMS & UNICEF, 2023).

Desafortunadamente, la LME se ve interrumpida con frecuencia. El Fondo de las Naciones
Unidas para la Infancia (UNICEF, por sus siglas en inglés) y el Instituto Nacional de Salud
Publica de México reportaron que en el 2016 solo 1 de cada 3 bebés recibié LME hasta los

6 meses.

La OMS & el UNICEF notificaron en el 2020 que la LME disminuy6 notablemente debido a
la saturacion de los sistemas sanitarios por la pandemia de COVID-19. La falta de servicios
destinados a asesorar a las madres en la lactancia materna contribuyd a que solo el 41%
de los lactantes menores a 6 meses de vida pudieran alimentarse de esta forma y estiman

que para el 2025 este porcentaje puede aumentar a un 50%.

1.5. Generalidades sobre Lactobacillus gasseri y su transferencia a los neonatos

Lactobacillus gasseri (LG) es una BAL comensal con morfologia bacilar alargada y extremos
redondeados, mide 0.6-0.8 ym de ancho por 3-5 ym de largo (Azcarate-Peril et al., 2008).
La produccion industrial de LG puede dificultarse si no se suplementa adecuadamente,
debido a que tiene una actividad proteasa débil en su pared celular y sistemas
transportadores de aminoacidos deficientes (Arakawa et al., 2015). Para su crecimiento
optimo conviene suministrarle péptidos, particularmente aquellos derivados de la caseina

(e.j. triptona), en lugar de proteinas y aminoacidos libres. El caldo Man, Rogosa y Sharpe
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(MRS) es un medio de cultivo adecuado para el desarrollo de los lactobacilos y otras BAL
(Arakawa et al., 2015).

Lactobacillus gasseri se transfiere al TGl de los neonatos durante el parto vaginal y la
lactancia materna (Arakawa et al., 2015). También habita la cavidad oral, el tracto urogenital
inferior femenino y la areola mamaria en los adultos (Francl et al., 2010).

Zhang et al. (2020) corroboraron la presencia de LG en muestras de leche materna, asi
como en las heces de madres y lactantes, por lo cual, denominaron esta via entero-mamaria

de transferencia de microbiota como la “triada” madre-leche materna-lactante.

1.6. Estudios sobre cepas de L. gasseri con efectos probidticos

Lactobacillus gasseri es considerada una bacteria probiética con propiedades relevantes
para el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Se han encontrado dos cepas de LG
(BNR17 y SBT2055) que ayudan en la pérdida de peso porque aumentan el metabolismo
de los lipidos en el intestino delgado y reducen el colesterol sérico (Mahboubi, 2019). La
cepa SBT2055 inhibe la actividad de la lipasa pancreatica, reduce la leptina sérica y protege
la barrera intestinal al disminuir la infiltracidn de antigenos como el lipopolisacarido (Kawano
et al., 2016).

Por otra parte, la cepa DSM 20604 puede producir inulina a partir de sacarosa empleando
la inulosacarasa. Esta fibra soluble forma una pelicula gelatinosa en el sistema digestivo
que reduce el apetito (Ni et al., 2018). Lactobacillus gasseri también puede desconjugar los

acidos biliares y aumentar la excrecion de grasas y esteroles en las heces (Mahboubi, 2019).

Lactobacillus gasseri también tiene propiedades inmunomoduladoras, estimula la actividad
de los macroéfagos y produce bacteriocinas (Mahboubi, 2019; Varela-Pérez et al., 2022). La
cepa 4M13 controla la liberacion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1B) y
antiinflamatorias (IL-10) (Oh et al., 2018).

Otra cepa denominada NC1501 redujo la inflamacién por colitis en_un modelo de ratén con
deficiencia de IL-10 mediante la produccion de la superoxido dismutasa de manganeso
(MnSQOD) (Carroll et al., 2007). La enzima mejora la resistencia frente al estrés oxidativo en

el intestino grueso y ayuda a disimuir la infiltracion de neutrofilos y macrofagos.

Otra funcidn benéfica de LG es la prevencion de infecciones. La cepa LG 4/13 induce la

produccion de IFN-y, una citocina con actividad antiviral y antiproliferativa implicada en la
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respuesta inmune citotoxica (Baltova & Dimitrov, 2014). La cepa ATCC 9857 expresa el
factor promotor de agregacidén APF-2 que inhibe significativamente la adhesion de
Trichomonas vaginalis a |las células ectocervicales vaginales humanas (Phukan et al., 2018).
Matsuda et al. (2018) observaron por otra parte un efecto sinérgico de los metabolitos
secundarios obtenidos de un cultivo mixto de LG JCM 1131 y L. crispatus JCM 1185 sobre
la inhibicion de la adhesion y formacion de biopeliculas de Candida albicans en células
Hela.

Las cepas LA33 y LA39 extraidas de heces de neonatos lactantes producen una
bacteriocina denominada gassericina A (Toba et al., 1991). Esta proteina tiene actividad
bactericida contra patogenos transmitidos por alimentos como Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus 'y Staphylococcus aureus (Pandey et al., 2013).

Diferentes cepas de LG extraidas de neonatos también presentan actividad antagonica
contra Cronobacter sakazakii, un patégeno oportunista que puede contaminar las férmulas
lacteas infantiles (Ferreira et al., 2011). La presencia de LG en el TGl de neonatos es un

soporte para su sistema inmunoldgico inmaduro.

1.7. Desafios en el desarrollo de productos probioticos

El principal reto en la creacién de productos probidticos es lograr mantener la viabilidad de
los microorganismos en una cantidad minima de 1x10° UFC por porcién (Bertazzoni et al.,
2013; Hill et al., 2014). La proteccion de los microorganismos durante su procesamiento
industrial y el transito por el TGl es indispensable. Los cambios de temperatura, pH,
humedad, oxidacion y la actividad enzimatica pueden afectar su viabilidad celular.

El TGl humano se compone por la cavidad oral, la faringe, el esé6fago, el estbmago, el
intestino delgado y el intestino grueso (Ogobuiro et al., 2022). Desempefia diferentes
funciones para el procesamiento de los alimentos.

Durante la digestion se secretan diferentes sustancias (agua, acidos, enzimas, tampones,
sales) que facilitan la absorcién de nutrientes y excrecion de productos de desecho. Las
diferentes fases de la digestion ocurren en distintas escalas de pH, las cuales son
especificas para cada region del TGl (Tabla 1).
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Tabla 1. pH de las secciones del tracto gastrointestinal (TGI) en humanos.

Regioén del TGI o
Esdfago e
Estomago 15352
Duodeno 6.023
Intestino delgado Yeyuno 7 03
ileon 6.7-7.4°
Intestino grueso Clego 5.6-6.72°
Colon 6.06.7°

'Cook et al. (2012).
2Sciascia et al. (2016).
3Hua (2020).

El transito por el estomago y el intestino delgado produce una alta pérdida de viabilidad
celular de los microorganismos. El acido gastrico, el jugo pancreatico, la fuerza i6nica, la
bilis, la actividad enzimatica y la agitacion mecanica producen dafio celular (Chai et al.,
2023; Cotter & Hill, 2003; Han et al., 2021; Yao et al., 2020).

Se crearon los sistemas de liberacion controlada a microescala para mejorar su
supervivencia. Su propoésito es suministrar los probidticos al colon, el sitio donde realizan

varias de sus funciones benéficas.

1.8. Tecnologia de microencapsulacion de probidticos

La microencapsulacion se utiliza para capturar particulas solidas, liquidas o gaseosas en
una matriz polimérica cuyo rango de tamafio es de 1 ym a varios milimetros (Bayryamov,
2020). Permite acarrear probioticos para mejorar su estabilidad durante el transito por el TGl
hasta su liberacion en el intestino delgado y protege las células de las condiciones adversas
que puedan mermar su funcion preventiva o terapéutica (Yoha et al., 2022).

La estructura basica de una microcapsula incluye el componente de interés a encapsular
(nucleo) y el material encapsulante (material de pared o recubrimiento). También se pueden
producir sistemas mas complejos (Tabla 2), cuya velocidad de liberacion del nucleo depende
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de los materiales de pared (e.. polimeros, lipidos, proteinas, materiales inorganicos,
hibridos organicos-inorganicos) y el método con los que se sintetizaron (Jeyakumari A et al.,
2016).

Tabla 2. Clasificacion de las microcapsulas con base en su morfologia y el numero de

capas que las constituyen.

Clasificacion Tipo Descripcion

Mononuclear! | Tienen una sola camara hueca

] Polinuclear! | Tienen varias cdmaras huecas grandes
Morfologia

Matriz’ Tienen multiples camaras huecas pequenas

dispersas dentro de la microcapsula

Numero de capas que | Monocapa? Sintetizadas empleando solo 1 material de pared

constituyen la pared o _ Sintetizadas empleando varios materiales de
s Multicapa?®
recubrimiento pared

"Martinez-Cano et al. (2022).
2Bayryamov (2020).

1.9. Meétodo de gelificacion idnica para la produccion de microcapsulas

Los diferentes métodos empleados para sintetizar microcapsulas se pueden clasificar en 3
grupos: fisico-mecanicos, quimicos y fisicoquimicos (Tabla 3) (Bayryamov, 2020; Brignone
et al., 2020; Fu & Hu, 2017; Peng et al., 2020). La gelificacion ionica es un método
fisicoquimico que produce una matriz polimérica tridimensional mediante la interaccion

electrostatica entre cationes divalentes y un polimero ionico.

Tabla 3. Clasificacion de diferentes métodos de microencapsulacion.

Métodos Descripcion

Fisicos o Secado por aspersion, secado por enfriamiento, suspension en aire o
Fisico- recubrimiento en lecho fluido, evaporacion/extraccion de solventes,

mecanicos | extrusion.

. Polimerizacion in situ, polimerizacion interfacial, polimerizacion en
Quimicos ” o L, o . -
suspension, polimerizacion en emulsion, polimerizacién en dispersion.

Fisico- Gelificacion idnica, coacervacidon simple, coacervacion compleja,

quimicos microencapsulacion asistida por fluidos supercriticos.
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Nota. Adaptado de Bayryamov (2020); Brignone et al. (2020); Fu & Hu (2017); Peng et al. (2020).

La gelificacion i6nica es un método econdmico, amigable con el ambiente y que no requiere
del uso de disolventes nocivos o temperaturas altas que dafien a los microorganismos
(Letocha et al., 2022). Las particulas se obtienen empleando tres componentes: un material

de pared, un agente reticulante y el nucleo (Ortiz-Romero et al., 2021).

1.10. Generalidades de la microencapsulacidn de probidticos en alginato de sodio (Alg-Na)

El Alg-Na es un biopolimero atractivo en el area de la microencapsulacién porque es
econdmico de producir, biodegradable y no téxico (Martinez-Cano et al., 2022). Ademas, es
biocompatible con los microorganismos y tiene el estatus de GRAS (Cook et al., 2012).
Consiste en un polisacarido lineal extraido de las paredes celulares de algas pardas y

algunas bacterias.

La estructura del Alg-Na esta compuesta por acido $-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico
(G), unidos a través de enlaces glucosidicos (1—4). Al hidratarse actua como un espesante
debido a su alto peso molecular (~10-600 kDa) (Burke et al., 2021). Cuando se expone a
una solucién reticulante de iones divalentes (e.j. Ca?*, Mg?*, Ba?* Cd?*, Zn?*) forma un
hidrogel a través del mecanismo de gelificacion denominado modelo de “caja de huevos"
(Martinez-Cano et al., 2022) (Fig. 2).

C:a2+ Ca CaZ+
"00C 0. 00C o 00C 0o
& /)\ \// 0’ N SN Mo\v/( \oh‘“
©c60 0 HoY OH coo O OH coo O Ho> OH

Figura 2. Modelo de "caja de huevos" de la gelificacion idnica del alginato de sodio. Los iones de Ca?*
se entrelazan electrostaticamente con los grupos carboxilo (-COOH) de dos bloques de acido a-L-
gulurénico (G) del polimero, permitiendo su uniéon. Los cationes (huevos) quedan rodeado por las

cadenas poliméricas (caja de huevo). Tomado de Gawkowska et al. (2018).

La microencapsulacién en Alg-Na se ha empleado en la agroindustria para la administracion

de microorganismos promotores del crecimiento vegetal en hortalizas de interés comercial,
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(Martinez-Cano et al., 2022), también para suplementar cultivos de camaron (Vega-
Carranza et al., 2021). En cuanto a la industria alimentaria, se ha evaluado su potencial en
el desarrollo de nuevos alimentos funcionales (Burgain et al., 2011; Krasaekoopt et al., 2003;
Varela-Pérez et al., 2022). Se plantea que esta tecnologia protege las células al amortiguar
su contacto con los radicales libres (Cook et al., 2012).

La desventaja de la microencapsulacion en Alg-Na es que el biopolimero se hidroliza en
condiciones acidas. Un pH <3.8 produce sinéresis, un fenbmeno que provoca la expulsion
de agua desde el interior del gel y su eventual ruptura (Toft et al., 1986). Por lo tanto,
perjudica la funcién protectora para los probioticos en la region del estbmago.

A pesar de esta desventaja, este sistema ha ofrecido resultados positivos en estudios que
evaluan la supervivencia de bacterias en condiciones gastrointestinales simuladas (Holkem
et al., 2017; Lotfipour et al., 2012). En ellos utilizan diferentes formulaciones de fluidos
digestivos (Cook et al., 2012). Por ejemplo, el fluido salival simulado (FSS), el fluido gastrico

simulado (FGS) y el fluido intestinal simulado (FIS).

1.11. Quitosano y Eudragit S-100 (Eu S-100) como recubrimientos de soporte en la

microencapsulacion de probioticos

El quitosano es un polisacarido lineal cationico producido comercialmente por desacetilacion
de la quitina, la cual se obtiene del exoesqueleto del camaroén y otros crustaceos marinos.
Se compone de unidades distribuidas aleatoriamente de D-glucosamina ancladas mediante
enlaces B-(1—4) a N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilada). Se emplea en la industria
alimentaria debido a que no es toxico, es biodegradable y tiene un bajo costo de produccion
(Albadran et al., 2015). En solucion forma una pelicula de gel utilizada para recubrir
superficies anidnicas (Ansari et al., 2017).

El recubrimiento de quitosano sobre microcapsulas de Alg-Na puede brindar a los
probioticos una proteccidn adicional durante su exposicion al jugo gastrico. Se plantea que
el polisacarido mejora su supervivencia porque aumenta la capacidad de amortiguacion de
las particulas y reduce su permeabilidad (Cook et al., 2013). También puede mejorar
significativamente la mucoadhesion de las microcapsulas en el colon (Aranaz et al., 2021;
Chen et al., 2013).
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La proteccion conferida por el quitosano disminuye en ambientes acidos y el recubrimiento
se deshace en el estdmago. La facilidad con la que se solubiliza el polimero depende de su
grado de acetilacion, su peso molecular, su cristalinidad, el pH y la temperatura (Aranaz et
al., 2021).

Por otra parte, el Eu S-100 es un copolimero anionico de metacrilato, derivado del acido
metacrilico y metacrilato de metilo (1:2), también es apto para uso alimenticio y no es toxico
(Ansari et al., 2017), es soluble en etanol, pero no en agua o acidos, se degrada a pH 27.0,
idealmente 7.4 (Barbosa et al., 2019; Savardekar & Sherikar, 2020). Se utiliza para la
administracion de farmacos en el colon, ofrece una liberacién controlada y una mejora de la
biodisponibilidad (Patra et al., 2017).

Recientemente comenzaron a investigarse las ventajas de utilizar microcapsulas recubiertas
con quitosano y Eu S-100 sobre la supervivencia de los probidticos durante su transito por
el TGI. Por ejemplo, Ansari et al. (2017) reportaron que la encapsulacion de L. rhamnosus
en un sistema de 3 capas (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100) le brinddé una proteccion
significativamente mayor que un sistema de 2 capas (Alg-Na/Quitosano) en la digestion
simulada (FGS; pH 1.55, 2 h / FIS; pH 7.5, 2.5 h). Ademas, la reduccion del recuento de
colonias fue significativamente menor en ambos grupos de particulas respecto a la bacteria

en su forma libre.

1.12. Avances en la microencapsulacion de L. gasseri

La microencapsulaciéon de LG es una propuesta nueva y la informacion disponible es
limitada. Varela-Pérez et al. (2022) evaluaron la liberacion controlada de este probiotico a
partir de un sistema monocapa en un TGl simulado de adulto y la implementacién de esta

tecnologia en una bebida funcional de jugo de manzana

Sintetizaron las microcapsulas empleando el método de emulsién/gelificacidon idnica. Los
componentes que incluyeron fueron: Alg-Na 3% (p/v), suspensién bacteriana de LG (1x10’
UFC/mL), Tween 80 y aceite vegetal. Para homogeneizar la formulacion probaron dos
métodos: la agitacion magnética (AM; 1150 RPM, 10 min.) y un homogeneizador rotor-
estator Ultraturrax® (UT; 4000 RPM, 7.5 min.).
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Obtuvieron una eficiencia de encapsulacion (EE) de ~65% para ambos métodos.
Mantuvieron la viabilidad bacteriana en un 63.10% (AM) y 77% (UT) después del
almacenamiento de las microcapsulas en jugo de manzana durante 21 dias a 4 °C.

Encontraron que la bacteria en su forma libre no sobrevivido después de su exposicion al
FGS (pH 3.0; 2 h) en las pruebas de digestion simulada. En cambio, las microcapsulas
preservaron la viabilidad bacteriana al 100% (AM) y 79.14% (UT) al finalizar su exposicion
al FIS (pH 7.0; 2 h).

Por ultimo, concluyeron que la cantidad de indculo que recuperaron de las particulas no
cubrié la dosis minima necesaria para que el producto alimenticio se comercialice como
probidtico (1x10° UFC/g).

Una vez expuestos los beneficios que brinda LG a la salud de los neonatos y los hallazgos
de la tecnologia de microencapsulacion sobre la estabilidad de los probidticos, ahora
corresponde explorar el efecto de emplear microcapsulas multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu

S-100) sobre la supervivencia de LG en un TGI simulado de neonato.
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2. HIPOTESIS
Los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 sobre microcapsulas de alginato de sodio
preservan la viabilidad bacteriana de L. gasseri en un modelo estatico de digestion de
neonato in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo general

Desarrollar microcapsulas poliméricas multicapa para la proteccion y liberacion controlada

de L. gasseri en fluidos digestivos de neonato simulados.

3.2.
3.21.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

Objetivos especificos

Definir las condiciones de experimentacion éptimas para desarrollar microcapsulas
de Alg-Na cargadas con L. gasseri.

Evaluar la eficiencia de encapsulacién y viabilidad bacteriana a partir del sistema
desarrollado.

Desarrollar microcapsulas multicapa incorporando quitosano y Eu S-100 a particulas
de Alg-Na cargadas con L. gasseri.

Medir el tamafo de las microcapsulas monocapa y multicapa cargadas con L. gasseri
mediante microscopia electrénica de barrido.

Evaluar los perfiles de liberacién bacteriana a partir de las microcapsulas monocapa
y multicapa en las distintas fases de un tracto gastrointestinal simulado de neonato
(oral, gastrica, entérica).

Determinar la supervivencia de L. gasseri a partir de las microcapsulas monocapa y

multicapa al finalizar la digestion simulada de neonato.
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4. METODOLOGIA

Todos los reactivos, utensilios y medios de cultivo se esterilizaron a 120 °C por 25 min. a 20
Ib de presion antes de usarse. La cepa de L. gasseri denominada LG C1119 se aislé e
identific6 molecularmente con anterioridad en el Laboratorio de Microbiologia Molecular
(LAMIMO) de la Unidad de Microbiologia Basica y Aplicada (UMBA) de la UAQ a partir de

un suplemento dietético que contenia el probiético liofilizado (Swanson®).

41. Tincion de Gram

Se realizo un frotis bacteriano de LG C1119 en una lamina portaobjetos, se saturd con cristal
violeta (1 min.), se lavdé con dH20, se le aplicé yodo (1 min.), se lavdo nuevamente, se
decolord con acetona/etanol 1:1 (v/v) durante 5 s y se le aplico safranina (1 min.) para hacer
el contraste en la muestra. Finalmente, se lavo el colorante y se observé la muestra bajo un

microscopio binocular (Modelo DM750).

4.2. Evaluacion de la produccion de bacteriocinas

La actividad antagonica de LG C1119 contra Listeria monocytogenes C1208 o Salmonella
enterica C827 se evalu6 conforme al protocolo descrito por Tulini et al. (2013). Primero, se
sembraron diferentes cantidades (2, 10, 20, 40 yL) de un cultivo fresco de LG C1119 (24 h;
37 °C) en dos placas de agar Triptona-Soja (TSA) adicionado con 0.6% (p/v) de extracto de
levadura y se dejaron incubar por 48 h a 37 °C. Posteriormente, se les adicionaron 7 mL de
agar Infusion Cerebro Corazon (BHI) inoculados con 100 yL de un cultivo fresco de L.
monocytogenes C1208 o S. enterica C827 ajustados a una DOeoo de 0.2. Las lecturas de
absorbancia se realizaron en el espectrofotometro UV-Visible Serie GENESYS 10S y se
utilizé caldo nutritivo como blanco. Finalmente, las placas se incubaron por 24 h a 37 °C
después de que solidificara el agar blando y se buscaron halos de inhibicion =7 mm, los
cuales indican la susceptibilidad de los patégenos a los compuestos antimicrobianos (Fig.
3).
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Figura 3. Evaluacion de la produccién de bacteriocinas por LG C1119. La cepa probiética se sembro

en TSA adicionado con 0.6% (p/v) de extracto de levadura (48 h; 37 °C). Luego, se valoré su efecto

antagonico en el crecimiento de L. monocytogenes C1208 y S. enterica C827 mediante ensayos de
superposicion en agar Infusion Cerebro Corazén (BHI) blando (24 h; 37 °C). La produccién de halos de

inhibicion 27 mm indica el efecto antimicrobiano.

4.3. Curva de crecimiento y estandarizacion de las condiciones de incubacion para la

microencapsulacion

Se incubd a LG C1119 en agar MRS por 24 h a 37 °C y se preparo un cultivo liquido fresco
inoculando una colonia en 9 mL de caldo MRS. Después de 24 h a 37 °C con agitacion
orbital a 150 RPM, se tomo una alicuota (1 mL) para cuantificar la absorbancia de la muestra
a una DOsgs. Se empled caldo MRS como blanco, se utilizaron palillos, tubos de vidrio con
tapa rosca (13x100 mm) y puntas de micropipeta estériles para manipular al

microorganismo.
A continuacién, se calcul6 la cantidad necesaria a emplear de cultivo liquido para crecer a

LG C1119 en 9 mL de caldo MRS a una DOsgs de 0.05 (Ec. 1) y se incubaron 15 tubos con
caldo a dicha concentracion (24 h; 37 °C; 150 RPM).
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C,*V,

V1= C.,

Ecuacidon 1. Determinacion de la cantidad necesaria de cultivo liquido para crecer a LG
C1119 a una DOsgs de 0.05. Donde C:2 es la DO deseada, V2 es el volumen (mL) de caldo
MRS a preparar a la DO deseada, C+ es la DO registrada del cultivo liquido fresco y V1 es
el volumen (mL) de cultivo liquido fresco a inocular en caldo MRS para obtener el volumen

final a la DO deseada.

Posteriormente, se cuantifico la DOsgs de 3 tubos diferentes cada 24 h durante un tiempo
total de 120 h; el proceso se realizd por duplicado. La curva de crecimiento se generd con
la DOsgs registrada de los tubos de cultivo en funcidon del tiempo al que se tomaron las

muestras.

Para determinar la cantidad de UFC/mL recuperadas a partir de un cultivo liquido fresco de
LG C1119 (24 h; 37 °C; 150 RPM), se preparé una alicuota de muestra (1 mL) a una DOsgs
de 1.0 y se sembraron 50 pL en dos tubos de 9 mL de caldo MRS; este proceso se realizd
por duplicado. Después de la incubacion, se hicieron diluciones seriadas a partir de los tubos
y se sembraron 100 uL en placas de agar MRS (1x10“ a 1x10).

Se emplearon perlas de vidrio para distribuir la muestra de forma homogénea sobre el medio
mediante seis movimientos de derecha a izquierda, seis de adelante hacia atras, seis en
sentido horario y seis en sentido antihorario. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C (Fig.
4).
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Figura 4. Estandarizacion de las condiciones de crecimiento de LG C1119 en medio de cultivo MRS.
Se incubo por 24 h a 37 °C con agitacion orbital a 150 RPM. Las lecturas de absorbancia se realizaron
a DOsgs en el espectrofotometro UV-Visible Serie GENESYS 10S. Las UFC/mL se calcularon a partir

del recuento de colonias de las diluciones 1x10™ hasta 1x10.

Finalmente, se realiz6 el recuento de colonias viables y se calcularon las UFC/mL
recuperadas de las diluciones seriadas (Ec. 2).

UEC _A*B
mL C

Ecuacion 2. Determinacién de la cantidad de UFC/mL recuperadas de un cultivo liquido de
LG C1119. Donde A es el promedio de colonias contabilizadas en el agar MRS, B es el
factor de dilucion empleado y C es el volumen (mL) de cultivo bacteriano empleado.

4.4. Microencapsulacion de L. gasseri en Alg-Na

Se inocul6 un tubo de 9 mL de caldo MRS con una alicuota (50 pL) de un cultivo fresco de
LG C1119 ajustado a una DOsgs de 1.0 y se incubo por 24 h a 37 °C con agitacion orbital a
150 RPM. A continuacion, el cultivo se centrifugo (5 min., 4 °C; 11,000 RPM) para recuperar
una pastilla de células bacterianas, el sobrenadante se descarté y la pastilla se resuspendio
en 1 mL de solucién salina estéril en un tubo de microcentrifuga (0.85 g NaCl en 0.1 L de
dH20).
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La suspension se centrifugo (5 min., 4 °C; 8,000 RPM), el sobrenadante se descarto y la
pastilla se resuspendié nuevamente en 1 mL de solucion salina; el proceso se realizo tres
veces. Finalmente, la pastilla se resuspendié en un volumen final de 9 mL de solucién salina,
se prepararon diluciones seriadas hasta 1x10° y se inocularon alicuotas (100 uL) en agar
MRS para determinar la cantidad de UFC/mL mantenidas después del proceso de lavado.

Se mezclaron 5 mL de la suspension bacteriana con 500 yL de aceite de maiz y 500 pL de
Tween 20 empleando un homogeneizador de mano de altas velocidades para preparar la
emulsién (2 min.; 12,000 RPM), el equipo se us6 en lapsos de 30 s para evitar el
sobrecalentamiento de la propela. Se prepararon diluciones seriadas hasta 1x10° a partir
de la emulsion y se inocularon alicuotas (100 pyL) en agar MRS para determinar la cantidad

de UFC/mL recuperadas después del proceso de mezclado.

Posteriormente, se depositaron 20 mL de una solucion de Alg-Na al 2% (p/v) junto con la
emulsion generada en un tubo conico de 50 mL, se mezclaron mediante un vortex (30 s;
3,400 RPM) y se incorporaron completamente con el homogeneizador (2 min.; 12,000 RPM).
Se prepararon diluciones seriadas hasta 1x10# a partir de la mezcla polimérica y se
inocularon alicuotas (100 pL) en agar MRS para determinar la cantidad de UFC/mL

mantenidas previo al proceso de microencapsulacion.

La mezcla polimérica se extruyo gota a gota con una jeringa (22G x 32 mm) sobre 25 mL
de una solucion de CaCl, al 2% (p/v) pH 4.0 para producir las microcapsulas. Las particulas
se mantuvieron en agitacion magnética por 35 min a 200 RPM, después se filtraron a traves
de un embudo de vidrio con tela Non Woven y se lavaron con dH20 tres veces (Fig. 5).
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Emulsion de la

formulacion Reticulacion iénica Filtracién de
polimérica con LG en CaCl, microcapsulas
C1119

Figura 5. Microencapsulacién de LG C1119 en una matriz polimérica de Alg-Na mediante el método de
emulsion/gelificacion idnica. La emulsion incluyo la suspension bacteriana, el aceite de maiz y el Tween
20. Se mezclaron con un homogeneizador de mano de altas velocidades (2 min.; 12,000 RPM). La

reticulacion idnica se realizé en una solucion de CaClz (35 min.; 200 RPM).

Se disolvié 1 g de particulas en 9 mL de PBS 0.1 M (pH 7.4) durante 35 min., se prepararon
diluciones seriadas hasta 1x10° y se sembraron alicuotas (100 yL) en agar MRS para
determinar la cantidad de UFC/g encapsuladas. También se tomaron alicuotas (100 pL) de
la solucion reticulante y se sembraron en agar MRS para determinar la cantidad de UFC/mL
gue no se encapsularon; las muestras se tomaron por duplicado en las diferentes etapas
del proceso de microencapsulacion y las placas se incubaron por 48 h a 37 °C. Finalmente,
se calculo el porcentaje de encapsulacion de LG C1119 (Ec. 3) y las reducciones porcentual
(Ec. 4) y logaritmica (Ec. 5) de la viabilidad celular.

Logio N

of = —mM—
EE % =([oo 7

)*100
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Ecuacion 3. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion (EE%). Donde N son las
UFC/g liberadas de las microcapsulas y No son las UFC/mL conservadas en la emulsion
antes de la microencapsulacion. Tomado de Luca & Oroian (2021).

(A-B) *100
A
Ecuacion 4. Determinacion de la reducciéon porcentual de la viabilidad celular después de

R%=

la microencapsulacion. Donde A son las colonias viables (UFC/mL) presentes en la emulsion
mezclada con Alg-Na y B son las colonias viables liberadas de las microcapsulas (UFC/g).
Adaptado de Tanner (2021).

Riog= L0g,((A) - Log,, (B)
Ecuacion 5. Determinacion de la reduccion logaritmica de la viabilidad celular después de
la microencapsulacion. Donde A son las colonias viables (UFC/mL) presentes en la emulsion
mezclada con Alg-Na y B son las colonias viables liberadas de las microcapsulas (UFC/g).
Un valor de reduccién log es igual a 1x10", 2 log es igual a 1x10?, y asi sucesivamente.
Adaptado de Tanner (2021).

4.5. Aplicacion de los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 sobre microcapsulas de

Alg-Na cargadas con L. gasseri

Se preparo una solucion de quitosano de bajo peso molecular al 0.4 % (p/v) pH 5.8 (Ansari
et al., 2017). Brevemente, se mezclaron 0.4 g de quitosano, 90 mL de dH2O y 0.4 mL de
acido acético glacial concentrado, se mantuvieron en agitacion magnética (10 min.; 200
RPM) para permitir su disolucion. Finalmente, se ajusto el pH de la mezcla a 5.8 con NaOH
4 My se aforé con dH20 a un volumen final de 100 mL.

La solucién de Eu S-100 se preparé mediante el método de desplazamiento de solvente
(Pool et al., 2012), con algunas modificaciones. Primero, se prepararon dos soluciones:
acetato de polivinilo (PVA; Mw: 89,000-98,000) al 5% (p/v) en dH20 y Eu S-100 al 1% (p/v)
en EtOH 96% (v/v), ambas se disolvieron mediante agitacion magnética (30 min.; 400 RPM).

Después, se mezclaron en relacion 1:1 (10 min.; 200 RPM) y el EtOH se extrajo mediante
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evaporacion en bafio maria en una campana de extraccién de gases (30 min.; 200 RPM; 93
°C).

La aplicacion de los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 sobre las microcapsulas de
Alg-Na cargadas con LG C1119 se realiz6 con base en un protocolo descrito previamente
(Pourjafar et al., 2020). Se depositaron 5 g de particulas en 50 mL de la solucién de
quitosano y se mantuvieron en agitacion magnética (40 min.; 200 RPM), luego se filtraron y
se lavaron con dH20 tres veces.

A continuacion, las microcapsulas bicapa se depositaron en 50 mL de la solucion de Eu S-
100 y se mantuvieron en agitacion magnética (4 h; 200 RPM) para aplicar el segundo
recubrimiento; se filtraron y lavaron como se describié anteriormente. Finalmente, las
microcapsulas multicapa se depositaron en tubos cénicos de 50 mL y se mantuvieron en

refrigeracion a 4 °C hasta utilizarse.

4.6. Analisis del tamano de particula

Se produjeron lotes de particulas monocapa (Alg-Na) y multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-
100) cargadas con LG C1119 conforme al protocolo de microencapsulacion estandarizado
previamente, unicamente se sustituy6 la aguja por la de una jeringa para insulina (31G x 6
mm). Posteriormente, las muestras se liofilizaron para su analisis mediante microscopia
electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) y se midio el diametro (mm) de 100

unidades seleccionadas al azar de ambos sistemas.

4.7. Ensayos de digestion con L. gasseri

Se construyd un modelo estatico de digestion de neonato in vitro para evaluar la
supervivencia (S%) de LG C1119 en su forma libre y microencapsulada posterior a la
exposicion a tres fases: Fluido Salival Simulado (FSS), Fluido Gastrico Simulado (FGS) y
Fluido Intestinal Simulado (FIS) (Fig. 6).
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pH: 7.0

Tiempo de transito: 2 min.

RPM: 60

Proporcion muestra-fluido: 1:1

Sales: KH.PO4 1.85 mM, KCI 7.55 mM, NaCl
6.8 mM, CaCl; 0.75 mM

e Enzima: a-amilasa de Aspergillus oryzae (75
U/mL)

FGS
= = pH: 2.7

L]

e Tiempo de transito: 75 min.
* RPM: 140
.
.

Proporciéon muestra-fluido: 2:1
Sales: KCI 13 mM, NaCl 94 mM, CaCl, 0.15
mM, Tris-HCI 2 mM (pH 2.7)

e Enzima: pepsina de mucosa gastrica porcina
(268 U/mL)

pH: 7.0
t de transito: 120 min.
RPM: 140
Proporciéon muestra-fluido: 1:1
Sales: KCI 10 mM, NaCl 164 mM, CaCl, 3.1
mM, Tris-Base 2 mM (pH 7.5), bilis de buey
| e 3.1 mM
! e * Enzima: lipasa de pancreas porcino Tipo Il (90
lf U/mL)

Figura 6. Modelo estatico de digestion de neonato in vitro. Los componentes y condiciones de
operacion del modelo se recabaron de diferentes reportes sobre la fisiologia gastrointestinal de recién
nacidos (Bourlieu et al., 2014; de Oliveira et al., 2016; Feng et al., 2022; W. Liu et al., 2019; Ménard et
al., 2018; Wang et al., 2022). Las soluciones de sales y las enzimas se pre-calientan a 37 °C previo a
su uso, las muestras se mantienen en agitacion orbital durante el transito por cada fase. FSS, Fluido
Salival Simulado; FGS, Fluido Gastrico Simulado; FIS, Fluido Intestinal Simulado; RPM, revoluciones

por minuto.

En la Tabla 4 se muestran los stocks utilizados para preparar los fluidos digestivos
simulados. La a-Amilasa y la lipasa pancreatica se disolvieron en dH20, la pepsina se
disolvio en HCI 0.01 N; se almacenaron a -20 °C una vez preparadas hasta utilizarse.

Tabla 4. Stocks de los reactivos utilizados en los ensayos de digestion.

Sales KCI 500 mM, NaCl 1 M, NaCl 2 M, KH2PO4 200 mM, CaCl2 100 mM
Tampones Tris-Base 80 mM (pH 7.5), Tris-HCI 80 mM (pH 2.7).

Acidos y Bases | HCI 1 M, HCI 50%, NaOH 4 M
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Enzimas a-Amilasa de Aspergillus oryzae 10x (300 U/mL), pepsina de mucosa
gastrica porcina 10x (2500 U/mL), lipasa de pancreas porcino Tipo Il
(1250 U/mL).

Sales biliares Bilis de buey 28 mM

Nota. Se utilizé caldo Verde Brillante Bilis 2% como fuente de la bilis de buey, el cual contiene 20 g/L del

compuesto de interés a una concentracion 28 mM/Kg (Hu et al., 2018).

Primero, se evalud la supervivencia de LG C1119 en su forma libre en el modelo de
digestion. Se probaron dos tratamientos, uno con las enzimas y bilis presentes (E/B+), otro
sin ambas (E/B-). El grupo control utilizado consistid en un volumen de células (2.5 mL) que
no se sometio a la digestion (Fig. 7).

LG C1119 en
su forma libre

=

[ Siembra de muestras (100 pL) en agar MRS (24 h; 37 °C) ]

Figura 7. Ensayos de digestion con LG C1119 en su forma libre en el modelo estatico de digestion de
neonato in vitro. Se evaluo la supervivencia (S%) en los fluidos digestivos simulados. Se probaron dos
tratamientos: E/B-, enzimas y bilis de bovino ausentes; E/B+, enzimas y bilis de bovino presentes. Al
finalizar la exposicion a cada fase, se tomaron alicuotas (100 pL) y se sembraron en agar MRS (24 h;
37 °C) para contar las colonias viables. FSS, Fluido Salival Simulado; FGS, Fluido Gastrico Simulado;

FIS, Fluido Intestinal Simulado; (-), Ausente; (+), Presente.
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Los ensayos se realizaron en tubos conicos de 50 mL con 2.5 mL de una suspension
bacteriana obtenida a partir de un cultivo fresco ajustado a una DOsgs de 1.0. Las células se
expusieron sucesivamente a las tres fases simuladas en un mismo tubo, primero se
incorporaron las sales y los tampones, después se ajustd el pH, luego se anadieron las
enzimas y finalmente se afor6 con dH2O al volumen final necesario para alcanzar la
proporcion muestra-fluido especificada para cada fase; el caldo Verde Brillante Bilis 2% se

incorporo antes que la enzima en la fase del FIS.
En la Tabla 5 se especifican las cantidades de los stocks de reactivos utilizadas para
alcanzar las concentraciones requeridas en cada fase. En el caso del segundo tratamiento

(E/B-), las cantidades de enzimas y bilis se reemplazaron por volumenes iguales de dH20.

Tabla 5. Composicidn de los fluidos simulados para un ensayo de digestion con 2.5 mL de

muestra.
Fase| Vol. (mL) de | Vol. (mL) de Vol. (mL) Reactivos Vol. (mL)
muestra fluido total de contenidos en el [tomado de los
digestivo digestion fluido digestivo stocks
FSS 2.5 2.5 5 KCI 0.151
NaCl1 M 0.068
KH2PO4 0.093
HCI1 M 0.0075
CaCl2 0.075
dH20 0.856
a-Amilasa 1.25
FGS 5 25 7.5 KCI 0.195
NaCl2 M 0.353
Tris-HCI 0.188
HCI 50% 0.0036
CaCl2 0.011
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dH20 0.946

Pepsina 0.804

FIS 7.5 7.5 15 KCI 0.3
NaCl1 M 2.46

Tris-Base 0.375

NaOH 4 M 0.025

CaCl2 0.465

dH20 1.137

Bilis 1.658

Lipasa 1.080

Nota. En el FGS y el FIS, la muestra corresponde al volumen inicial de células mas el fluido digestivo de

la fase anterior.

Finalmente, se calculo el porcentaje de supervivencia (Ec. 6).

Log1o ND

8% = (Togn ) 10

ognoN
Ecuacidén 6. Determinacion de la supervivencia (S%) en los ensayos de digestion. Donde
ND son las UFC/mL o g recuperadas post-digestion y N son las UFC/mL o g registradas en
el control. Adaptado de Lotfipour et al. (2012).

Por otra parte, se evalud la supervivencia de LG C1119 en su forma microencapsulada en
los sistemas monocapa (Alg-Na) y multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100) después de la
digestion (Fig. 8). Los ensayos se realizaron con 2.5 g de particulas. El grupo control
utilizado consistié en una cantidad de microcapsulas (2.5 g) que no se sometio a la digestion.
La composicién de los fluidos simulados fue la misma de la Tabla 5.
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LG C1119ensu
forma
__microencapsulada |

LGC1119
Alg-Na
Aceite de malz
Tween 20

[ Siembra de muestras (100 uL) en agar MRS (24 h; 37 °C) ] \ '_;‘f ]

Figura 8. Ensayos de digestion con LG C1119 en su forma microencapsulada en el modelo estatico de
digestion de neonato in vitro. Se evaluo la supervivencia (S%) conservada en los sistemas monocapa
(Alg-Na) y multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100). Las pruebas se realizaron con las enzimas y bilis de
bovino presentes. Las particulas se filtraron con un embudo de vidrio con tela Non Woven y se lavaron
con dH20 tres veces después de la exposicion al FIS. Luego, se disolvieron en PBS 0.1 M (pH 7.4), se
tomaron alicuotas (100 pL) y se sembraron en agar MRS (24 h; 37 °C) para contar las colonias viables.
FSS, Fluido Salival Simulado; FGS, Fluido Gastrico Simulado; FIS, Fluido Intestinal Simulado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Morfologia colonial y tincion de Gram

La morfologia colonial en agar MRS es irregular, elevada y con borde ondulado (Fig. 9).
Poseen brillo, pigmentacion color crema, textura lisa y consistencia suave. Su tamafo es
pequefio (1mm, <2mm) (Rothschild, 2020).

1mm
P

Figura 9. Crecimiento de colonias de LG C1119 en agar MRS (24 h; 37 °C). La imagen se capturé en

un estereomicroscopio (Modelo EZ4 D, Leica). Barra de escala = 1 mm.

Las células se identificaron como bacterias Gram positivas con una morfologia bacilar tipica
del género Lactobacillus (Madigan et al., 2022). La morfologia de los bacilos es curva, fina,
alargada, con extremos redondeados, y se agrupan en cadena (Fig. 10).

39



5um

Figura 10. Microscopia de células de LG C1119 tratadas con la técnica de tincién de Gram. A) Frotis
realizado a partir de un cultivo fresco. B) Frotis realizado a partir de colonias recuperadas de
microcapsulas de Alg-Na. Fotografias tomadas con una camara Leica ICC50 HD acoplada a un
microscopio binocular (Modelo DM750). Magnificacion 100x. Barra de escala = 5 ym.

5.2. Evaluacion de la produccion de bacteriocinas

La ausencia de halos de inhibicion indica que LG C1119 no produjo bacteriocinas que fueran
capaces de afectar el crecimiento de L. monocytogenes C1208 o S. enterica C827 (Fig. 11).

L. monocytogenes C1208 S. enterica C827

20pL | 40 pL

Figura 11. Evaluacion de la produccion de bacteriocinas por LG C1119 mediante ensayos de
superposicion en agar blando. La cepa probiética se inoculé en TSA adicionado con 0.6% (p/v) de
extracto de levadura (48 h; 37 °C). Después, se cubrié con agar BHI blando inoculado con L.
monocytogenes C1208 o S. enterica C827 (DOe0o 0.2). Ambas pruebas dieron un resultado negativo a

la produccién de halos de inhibicién = 7 mm posterior a la incubacion (24 h; 37 °C).
40



La produccion de bacteriocinas esta regulada por factores como el pH, la temperatura de
incubacion y los nutrientes disponibles en el medio de cultivo (Yang et al., 2018). En este
trabajo se incub6 a LG C1119 en TSA (pH 7.3) por 48 h a 37 °C y su crecimiento fue minimo.
Se especula que la bacteria no se desarrollé en condiciones éptimas durante la evaluacion
de la produccién de compuestos antimicrobianos, el TSA es un medio de cultivo general y
no de enriquecimiento de lactobacilos. Por otra parte, las células se inocularon en el medio
de cultivo con un pH inicial menos acido que el 6ptimo para el crecimiento de BAL;
provocando una extension de la fase de latencia en la curva de crecimiento de LG (Yang et
al., 2018). Se sugiere realizar una inoculacion en agar MRS (pH 6.2) por 24 h a 37 °C para

evaluar nuevamente la produccién de bacteriocinas.

No se descarta que LG C1119 sea bacteriocindgena porque otras cepas de la misma
especie han mostrado actividad antimicrobiana frente a diferentes patogenos. Por ejemplo,
la cepa LG-C45 brindd un efecto inhibitorio contra 10 cepas diferentes de Listeria
monocytogenes (Poimenidou et al., 2023). La cepa LG LM19 interfiere en el crecimiento de
Clostridium perfringens NCTC 3110, Cronobacter sakazakii NCTC 11467, Campylobacter
Jejuni NCTC 11168 y Micrococcus luteus F110640 (Garcia-Gutierrez et al., 2020).

5.3. Curva de crecimiento y estandarizacion de las condiciones de incubacién para la

microencapsulacion

Se midio el crecimiento de LG C1119 en un tiempo total de 120 h. El incremento maximo de
la DOsgs ocurri6 a las 48 h de incubacion (Fig. 12). Después, disminuyo hasta un valor <1.0.
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Figura 12. Curva de crecimiento de LG C1119. Se inoculé en caldo MRS (120 h; 37 °C; 150 RPM) y se
cuantificd la DOsgs de 3 muestras diferentes cada 24 h. DOsgs, densidad 6ptica a una longitud de onda
de 595 nm; t; tiempo. Las lineas verticales en cada periodo de tiempo indican la desviaciéon estandar.

La prueba se realiz6 por duplicado.

Anteriormente se revel6 que la tasa de crecimiento bacteriano de LG varia en funcion de la
fuente de carbohidratos que consume (Francl et al., 2010), y cada cepa expresa diferentes
transportadores PTS (phosphotransferase transporter system, por su traduccién en inglés)
para metabolizarlos (Bron et al., 2004; Denou et al., 2008; Lorca et al., 2007).

El medio de cultivo MRS (DIBICO) que se utilizo en esta tesis contiene glucosa como fuente
de carbono. Las diferentes cepas de LG metabolizan este azucar de forma similar,
independientemente de los transportadores PTS que codifican (Francl et al., 2010).

Esta documentado que la fase exponencial del crecimiento bacteriano de LG en caldo MRS
ocurre desde las 20 h de incubacion, con un tiempo de duplicacion celular de ~1.16 h
(Jurado-Gamez et al., 2016a).

Las muestras de LG C1119 tomadas a las 24 y 48 h de incubacién a 37 °C arrojaron valores

de DOsgs de 1.097 y 1.115, respectivamente. Previamente se registraron lecturas mas bajas
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(DOe0o <0.8) para diferentes cepas de LG incubadas en caldo MRS semisintético

suplementado con 1% de glucosa (p/v) por 24 h a 37 °C (Francl et al., 2010).

Finalmente, las condiciones de incubacion de LG C1119 en caldo MRS elegidas para los
siguientes experimentos fueron: 24 h a 37 °C con agitacion orbital a 150 RPM. El crecimiento
promedio obtenido a partir de un cultivo fresco fue de 1.70x108 UFC/mL (27 log) siguiendo
estos parametros. Las cantidades reportadas a las 48 h de incubacién en otras cepas de
LG fueron desde 1x107 hasta 1x108 UFC/mL (Arakawa et al., 2015).

5.4. Microencapsulacion de L. gasseri en Alg-Na

Se disefid una formulacion polimérica para producir microcapsulas cargadas con LG C1119
(Fig. 13).

Figura 13. Fotografia de microcapsulas monocapa (Alg-Na) cargadas con LG C1119. La imagen se

capturoé en un estereomicroscopio (Modelo EZ4 D, Leica). Barra de escala = 1 mm.

Se evalu¢ si la técnica de emulsion utilizada no fue perjudicial para la viabilidad bacteriana,
debido a que en estudios previos se encontr6 que diferentes condiciones de
homogeneizacion afectaron la carga microbiana (Ding & Shah, 2009; Ribeiro et al., 2014;
Romero-Chapol et al., 2022; Varela-Pérez et al., 2022).

La velocidad de agitacion y el tiempo de uso del equipo pueden perjudicar la estabilidad del
probidtico, los recuentos obtenidos de células viables son mas altos a menor velocidad y
tiempo de mezclado (Ding & Shah, 2009). Para este trabajo se optdé por manejar una
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velocidad de agitacién alta en lapsos de tiempo cortos porque el cabezal de dispersion del
equipo genera calor si se manipula por un tiempo prolongado. Las altas temperaturas
desnaturalizan las proteinas de la bacteria, su material genético, su membrana celular y
afectan rutas metabdlicas cruciales para su supervivencia (Guo et al., 2024; Madigan et al.,
2022).

Se realizé una prueba T pareada para comparar la cantidad de UFC/mL recuperadas antes
y después de la emulsion. Los resultados indicaron que el procedimiento no afectd
significativamente la viabilidad bacteriana (p > 0.05), la cual se conservé en un 100.28 *
3.85%. La cantidad de cultivo se mantuvo >1x107 UFC/mL (Fig. 14). El equipo funciono para

la incorporacion del cultivo bacteriano de LG C1119 en la emulsién de aceite en agua.

1E+8 -
_| 1E+6
E
Q 1E+4
=)

1E+2

1E+0

Pre-emulsion Post-emulsion

Etapa de la emulsiéon

Figura 14. Recuento de UFC/mL de LG C1119 antes y después del proceso de emulsion. La bacteria
se inoculd en agar MRS (24 h; 37 °C). Se utilizé el homogeneizador de mano de altas velocidades (2
min.; 12,000 RPM;) para mezclar la suspension bacteriana, el aceite de maiz y el Tween 20. La
cantidad de cultivo se mantuvo >1x107 UFC/mL. Las lineas verticales en cada barra indican la

desviacion estandar. La prueba se realizé por cuadruplicado.

La emulsion se mantuvo estable durante el tiempo necesario para realizar la
microencapsulacion, pero su almacenamiento a 4 °C por 18 h produce una separacion de
fases como resultado del desbalance del equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB, por sus siglas
en inglés) (ICI Americas Inc., 1976). Los valores de HLB de la fase dispersa y la fase

continua deben ser cercanos para una mayor estabilidad de la emulsién.
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El aceite de maiz y el Tween 20 tienen valores de HLB de 9 y 16.7, respectivamente (IClI
Americas Inc., 1976; Silva et al., 2013). A pesar de que el emulsionante es ~84% hidrofilico,
la falta de compatibilidad entre los componentes produce la floculacion (Loi et al., 2019). El
aceite de maiz requiere combinarse con un surfactante con un valor de HLB de ~10 £ 1 para

obtener una emulsion mas estable en mezclas acuosas (ICl Americas Inc., 1976).
Continuando con el protocolo, se evaluo la recuperacion de colonias viables de LG C1119

en las diferentes etapas del proceso de microencapsulacion para determinar las diluciones

seriadas que se tomarian como referencia en las siguientes pruebas (Fig. 15).
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Figura 15. Crecimiento de colonias de LG C1119 en agar MRS en las etapas del proceso de
microencapsulacion. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C. CL, cultivo libre; Em, emulsion; Em +
Alg-Na, emulsién mezclada con alginato de sodio; CaClz, cloruro de calcio; MC, microcapsulas. El

muestreo se realizé por duplicado.
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A continuacion, se realizo el recuento de colonias correspondiente (Fig. 16), se calculo la
eficiencia de encapsulacién (Ec. 3), y las reducciones en la viabilidad celular al finalizar el
proceso de microencapsulacion (Ec. 4y 5).

1.E+10

1.E+08 ab ab

Q)

1.E+06

1.E+04

UFC/gomL

1.E+02

1.E+00
CL Em Em + Alg-Na CaCl, MC

Etapas de la microencapsulacion

Figura 16. Recuento de UFC/mL o g recuperadas en las etapas del proceso de microencapsulacion de
LG C1119. Las muestras se sembraron en agar MRS (24 h; 37 °C). Los promedios de UFC calculados
fueron: 7.14x107 (CL), 8.23x107 (Em), 1.40x107 (Em + Alg-Na), 1.17x10% (CaCl2) y 1.73x10” (MC). CL,
cultivo libre; Em, emulsién; Em + Alg-Na, emulsién mezclada con alginato de sodio; CaClz, cloruro de
calcio; MC, microcapsulas. Las lineas verticales en cada barra indican la desviacion estandar. Letras
diferentes (a-b) indican diferencias significativas entre grupos (p <0.05). La prueba se realizé por

cuadruplicado.

Los resultados revelaron que se capturd una alta concentracién de suspensién bacteriana
en las microcapsulas (>1x10” UFC/g), por cada 10 millones de UFC/g retenidas se pierden

unicamente mil bacterias en el CaClz (0.01%).

Se comparé la cantidad de UFC/mL o g recuperadas antes y después de la
microencapsulacion mediante otra prueba T pareada. No hubo una diferencia significativa
en la carga bacteriana al finalizar la microencapsulacion (p > 0.05), por lo tanto, el protocolo

estandarizado funcioné adecuadamente.
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La EE fue del 100.89 £ 4.38%, por lo que el rendimiento fue 6ptimo a comparacion de los
valores reportados en trabajos publicados anteriormente (Chavarri et al., 2010; Varela-Pérez
et al.,, 2022). En dichos casos los problemas de captura pueden deberse al uso de
concentraciones minimas de CaClz (<0.1 M) durante la reticulacion idnica; provocando una
disminucién en la porosidad de la matriz polimérica. Asi mismo, el uso prolongado del
equipo ultra-turrax (4000 RPM; 7.5 min.) afecto la estabilidad de la bacteria en la formacion

de sus emulsiones.

La cantidad de UFC/g recuperadas de las particulas aumenté un 23.63% (0.09 log) respecto
a la emulsion mezclada con Alg-Na. LG C1119 es una bacteria inmovil y su rapida
precipitacion en la mezcla polimérica pudo obstaculizar la distribucion homogénea al
momento de tomar las muestras, resultando en el incremento inusual de colinias (Madigan
et al., 2022). Se sugiere probar estrategias alternativas de muestreo que contemplen la alta
viscosidad de la mezcla polimérica, a pesar de que se contemplaron las recomendaciones
para el analisis microbiolégico de muestras semisolidas dispuestas en la NORMA Oficial
Mexicana NOM-110-SSA1-1994 (Meljem, 1994).

Los hallazgos en la microencapsulacion obtenidos en esta investigacion fueron el resultado
de una adecuada seleccion de parametros tecnoldgicos que determinan caracteristicas
como el tamafio, forma, estabilidad y EE (Choukaife et al., 2020; Letocha et al., 2022). Estos
fueron: A) concentracion de la solucion de Alg-Na, B) tipo de agente reticulante y su
concentracion, C) pH en la reticulacion iénica, D) inclusion de aceite, E) inclusion de
surfactante, F) tiempo de reticulacion ionica, G) distancia entre la aguja y la solucién
reticulante y H) velocidad de agitacion durante la emulsion y la reticulacion ionica.

El uso de Alg-Na en una concentracion al 2% (p/v) aumenta el valor de la EE (298%) y
mejora la supervivencia de los probidticos en pruebas de digestién simulada (Lotfipour et
al., 2012; Mandal et al.,, 2006). El uso de concentraciones mas bajas incrementa la
probabilidad de obtener particulas ovoides (Chan et al., 2011). Por el contrario, emplear
concentraciones mas altas provoca la formacién de particulas con forma de gota (Mahmoud
et al., 2020).

Con respecto al tipo de agente reticulante se ha reportado que solo algunos catiénes

divalentes (Ca?*, Sr?*, Ba?*, Cu?*) pueden generar particulas esféricas (Chan et al., 2011).
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Entre estos, el Ca?* tiene la menor afinidad quimica hacia los grupos carboxilo (-COOH)
presentes en el Alg-Na (Haug et al., 1970); esto provoca que las microcapsulas se
compacten menos, su tamafio aumente y almacenen mas agua durante la reticulacion

idnica.

La investigacion desarrollada en esta tesis utilizo CaCl, al 2% (p/v) para lograr una EE 295%
(Lotfipour et al., 2012). Es una sal econdmica y con estatus GRAS (Letocha et al., 2022). La
solucién se acidifico a pH 4.0 para formar particulas esféricas, mas resistentes, de menor
tamafo y mayor porosidad (Chuang et al., 2017; Kumar & Saquib, 2020; Ramdhan et al.,
2019).

Es importante destacar que el efecto de la concentracién del agente reticulante sobre el
tamafo de particula se somete a discusion. Por un lado se argumenta que a mayor
concentracion de Ca?*, el tamarfio de las microcapsulas y su distribucion disminuyen
(Choukaife et al., 2020). Por otro, se plantea que una alta concentracién del catién permite
que se formen mas estructuras de “caja de huevos” al interior de la microcapsula y aumente
su tamario (Patil & Sawant, 2009). El aumento del Ca?* disponible durante la reticulacién
ionica también aumenta la porosidad de la matriz polimérica y extiende la liberacion del
ingrediente encapsulado (Choukaife et al., 2020; Peretz et al., 2014).

El aceite de maiz y el Tween 20 se ocuparon en relacion 1:1 al 2% (v/v) en esta tesis, de
acuerdo con las recomendaciones de Albanese (2023). El cambio de la relacion entre las
cantidades de estos componentes puede anticipar la coalescencia, un proceso irreversible
que provoca la separacion de fases de la emulsion (Loi et al., 2019). Por otra parte, el uso
de una concentracidon >2% puede perjudicar el rendimiento de producciéon de las
microcapsulas (Liu et al., 2003).

Los aceites vegetales y surfactantes afectan el tamafo de particula y su distribucion al
modificar la viscosidad del gel (Letocha et al., 2022). Un aumento de concentracion de estos
componentes ofrece un efecto dual, pueden mejorar la estabilidad de la emulsion, reducir el
tamano de particula y aumentar la tolerancia de las bacterias al acido (Alnaief et al., 2011;
Corcoran et al., 2007); a costa de reducir la esfericidad de las microcapsulas y prolongar su
tiempo de gelificacion por un retraso de la difusion de Ca?* en el gelificante (Liu et al., 2003).
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El aumento de viscosidad de la emulsion también amplia la distribucion de tamafios de las
particulas (Liu et al., 2003; Wang et al., 2005); sin embargo, la reduccion o el aumento del
diametro de las microcapsulas no depende unicamente de un solo parametro tecnologico,

sino de un conjunto de los mismos.

El Tween 20 confiere a los probioticos tolerancia contra la alta presion hidrostatica y evita
que su membrana citoplasmatica experimente la transicion a una fase de gel inducida por
el cambio en la presion; por lo tanto, previene un aumento en su permeabilidad, una
disminucion en la fluidez y el mal funcionamiento de las proteinas de membrana

(Reitermayer et al., 2018).

Se utilizé un tiempo de reticulacion de 35 min. en esta tesis, el cual promueve una alta EE
y proteccion del probidtico contra el acido gastrico (Lotfipour et al., 2012). Ademas, cubre el
tiempo necesario para la gelificacion completa del Alg-Na (30 min.) (Reddy & Pandit, 2013).

Los efectos del tiempo de reticulacién sobre las propiedades de las microcapsulas son
controversiales, algunos articulos encontraron que modifica propiedades como el tamafio
de particula, la estabilidad o la EE (Choukaife et al., 2020; Gedam et al., 2018; Mali et al.,
2010; Patil & Sawant, 2009). Por ejemplo, el aumento del tiempo de exposicion al Ca®*
produce particulas con una estructura mas porosa y resistente, aumenta la EE y extiende la
liberacion controlada del componente de interés (Pylostomou et al., 2023). Se argumenta
que la disposicion prolongada del cation permite que se formen mas estructuras de “caja de
huevos” al interior de la microcapsula y aumente su tamano (Patil & Sawant, 2009). Por el
contrario, existen reportes que concluyeron que la duracion de la reticulacion idénica no tuvo
efectos significativos sobre las propiedades mencionadas (Lin et al., 2016; Yasmin et al.,
2019).

Se utilizé una distancia de goteo de ~20 cm en esta investigacion, apropiada para producir
microcapsulas con un diametro <1 mm (Ansari et al., 2017; Pourjafar et al., 2020). Se revelo
anteriormente que la distancia entre la aguja y la solucién reticulante influye sobre el tamafio
y la forma de las microcapsulas, una menor distancia durante la extrusion permite que se

formen particulas mas pequenas y esféricas (Teimouri et al., 2022).
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La velocidad de agitacion durante la emulsion y la reticulacion idnica es el ultimo parametro
que influye en la microencapsulacién. Es posible reducir el tamafio de particula y su
distribucion al elevar la velocidad de emulsiéon (Ahmed et al., 2013; tetocha et al., 2022;
Perumal, 2001; Zhai et al., 2013).

Una velocidad de agitacion alta (e.j. 2500 RPM) durante la reticulacion i6nica propicia la
formacion de microcapsulas con formas irregulares o de gota, a causa de su agregacion
(Lin et al., 2016); la agitacion a 150 RPM corrige este inconveniente y permite obtener

formas mas esféricas.
El conjunto de los componentes de la formulacion, sus concentraciones y las condiciones

de manipulacion de las microcapsulas utilizadas en este trabajo permitieron obtener

resultados satisfactorios de viabilidad bacteriana y EE.

5.5. Obtencidon de microcapsulas multicapa cargadas con L. gasseri

Las interacciones Alg-Na/Quitosano y Quitosano/Eu S-100 ocurren mediante enlaces
electrostaticos entre los grupos funcionales de los materiales de pared. Los aniones
carboxilato (-COQO") del alginato y los grupos amino (-NH2) del quitosano se atraen (Bai &
Wu, 2022; Hermanto et al., 2020).

El Eu S-100 tiene carga eléctrica negativa y se enlaza al quitosano de igual forma que el
Alg-Na (Ansari et al., 2017). Los grupos hidroxilo (-OH) del PVA también interactuan con
otra porcion de grupos amino y forman el enlace NH3*-O" (Chetouani et al., 2017; Ismail et
al., 2017); ademas de enlaces intermoleculares de hidrogeno (Nathan et al., 2023).

Los sistemas de microencapsulacion generados presentaron una morfologia esférica y color
blanco (Fig. 17A-B), se revelé que las particulas multicapa se hinchan después de
almacenarlas en dH20 por 15 h a 4 °C (Fig. 17C), y se rompen facilmente al aplicarles
presion. La cualidad de fragil no se observé en las particulas monocapa, incluso después
de almacenarlas en agua por un tiempo mas prolongado (72 h); al aplastarlas se aplanan

pero no revientan.

La diferencia de hinchamiento surgié porque el recubrimiento de quitosano en las particulas
multicapa tiene una gran capacidad de absorcion de agua (Mohamad et al., 2013), ademas,
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el PVA incrementa la retencion de liquidos en los compdsitos con quitosano (Ali & Gherissi,

2017); ambos materiales favorecen una hidratacién rapida de la matriz polimérica.
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Figura 17. Comparacion entre microcapsulas cargadas con LG C1119. A) Particulas monocapa (Alg-

= —

Na). B) Particulas multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100). C) Particulas multicapa mantenidas en
dH20 (15 h; 4 °C). Las imagenes se capturaron en un estereomicroscopio (Modelo EZ4 D, Leica). Barra

de escala =1 mm.

La EE de LG C1119 se calculdé en los sistemas de microencapsulaciéon generados, los
valores obtenidos fueron 94.71 + 7.90% y 89.25 + 7.35% para las particulas monocapa y
multicapa, respectivamente. Los resultados de una prueba T no pareada indicaron que no
hubo una diferencia significativa en los promedios de EE entre los tratamientos (p > 0.05).

La diferencia minima de los valores de EE puede estar relacionada con el peso de las
microcapsulas, el compdsito retiene mas agua en su estructura y disminuye la cantidad de
particulas que conforman 1 g de muestra. Se especula que las microcapsulas monocapa
contienen una mayor cantidad de UFC/g que las multicapa para un mismo peso.

5.6. Analisis del tamano de particula

Se liofilizaron lotes de microcapsulas monocapa y multicapa (Fig. 18), ambos tenian un
aspecto similar en su forma hidratada (Fig. 18C). Las particulas monocapa perdieron la
morfologia esférica después de eliminarles el agua (Fig. 18A), el sistema multicapa conservé
mejor su esfericidad y algunas particulas mostraron la caracteristica forma de gota (Fig.
18B) (Albadran et al., 2015; Mahmoud et al., 2020).
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Figura 18. Fotografias de microcapsulas cargadas con LG C1119 después de ser liofilizadas. A)

Microcapsulas monocapa (Alg-Na). B) Microcapsulas multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100). C)
Comparacion del aspecto previo y posterior a la liofilizaciéon de las microcapsulas monocapa (panel
izquierdo) y multicapa (panel derecho). Las imagenes se capturaron en un estereomicroscopio (Modelo
EZ4 D, Leica). Barra de escala = 1 mm.

Las imagenes de las microcapsulas analizadas mediante SEM se muestran en la Fig. 19.
Las particulas monocapa (Fig. 19A) tenian una forma menos esférica y una superficie mas
rugosa que las particulas multicapa (Fig. 19B). ElI cambio de aspecto después de la
liofilizacion es comun en los compdsitos de Alg-Na/Quitosano (Fareez et al., 2015; Yeung
et al., 2016), no obstante, el recubrimiento de Eu S-100 ayuda a conservar una textura mas
lisa (Ansari et al., 2017).
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Figura 19. Micrografias de microcapsulas cargadas con LG C1119. Las muestras se liofilizaron para
analizarlas mediante SEM. A) Microcapsulas monocapa (Alg-Na). B) Microcapsulas multicapa (Alg-
Na/Quitosano/Eu S-100). Barra de escala = 200 pm.

El analisis del diametro promedio revelé que las particulas multicapa eran un 48.53% mas
grandes que las monocapa (Fig. 20), el aumento de dimension fue indicativo de la aplicacion
exitosa de las capas adicionales a través de interacciones electrostaticas entre los diferentes
recubrimientos (Lee et al., 2019).
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Figura 20. Diametro de las microcapsulas cargadas con LG C1119. El promedio se calcul6 a partir del
analisis de 100 particulas seleccionadas al azar de los sistemas monocapa y multicapa. Se obtuvieron
valores de 1.395 y 2.072 mm, respectivamente. Monocapa (Alg-Na); Multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-

100). Las lineas verticales en cada barra indican la desviacion estandar.

54



Se realiz6 una prueba U de Mann-Whitney para comparar los diametros de los sistemas y
los resultados indicaron que sus tamafos si fueron significativamente diferentes (p
<0.0001), no obstante, ambas particulas presentaron una dimension adecuada para retrasar
la difusion del acido gastrico en el gel y preservar la estabilidad de la bacteria (Ortakci &
Sert, 2012).

Los tamarfos de los sistemas también fueron mayores a los reportados en trabajos previos
(Ansari et al., 2017; Fareez et al., 2015; Rahmati, 2019, 2020; Samat et al., 2020); en
comparacion con la formulacion empleada en esta tesis, no incluyeron aceites ni
surfactantes. El aumento en la viscosidad de la mezcla polimérica por el uso de estos
componentes puede provocar la diferencia de los rangos de tamafio obtenidos respecto a
dichos reportes (Letocha et al., 2022; Wang et al., 2005). Se puede utilizar una aguja de
menor grosor durante la extrusion o acortar la distancia entre la aguja y la solucion
reticulante si se requiere reducir el diametro de las microcapsulas y hacerlas mas esféricas
(Anani et al., 2022; Rahmati, 2019, 2020; Teimouri et al., 2022).

El histograma de la distribucion de tamarios de las microcapsulas se muestra en la Fig. 21,
las particulas monocapa tuvieron una distribucion estrecha y el 90% de la muestra se ubico
en un rango de tamano de 1.286-1.486 mm. Por el contrario, la distribucion de las particulas
multicapa fue mas amplia y la mayor parte de la muestra (37%) se encontré en el rango de
tamano de 1.886-2.086 mm.
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Figura 21. Distribucién de tamafios de las microcapsulas cargadas con LG C1119. Se contempl6 el
diametro de 100 particulas seleccionadas al azar de los sistemas monocapa y multicapa. Se eligieron
intervalos de 0.2 mm para evaluar la distribucién de frecuencias. Se generaron 6 grupos en total.
Monocapa (Alg-Na); Multicapa (Alg-Na/Quitosano/Eu S-100).

Los resultados de estas pruebas revelaron tres puntos importantes en conjunto. Primero,
que la aplicacién de los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 permitié conservar una
morfologia mas esférica y lisa en las microcapsulas de Alg-Na liofilizadas. Segundo, que
estos recubrimientos incrementaron significativamente el tamafo de particula. Tercero, que

las particulas multicapa tuvieron una distribucion de tamafnos mas amplia.

5.7. Ensayos de digestion con la bacteria libre

Brodkorb et al. (2019) publicaron en Nature un protocolo estandarizado para la simulacion
estatica de la digestién en adultos. Se basa en un consenso internacional desarrollado por
la red COST INFOGEST. Es un referente para evaluar la desintegracion de diferentes
matrices alimentarias, incluidas aquellas con probitticos (Varela-Pérez et al., 2022).

El panorama para los neonatos es distinto porque no se ha determinado un consenso sobre
la simulacién de su digestion. En 2018, Ménard et al. publicaron la primera aproximacion
hacia un protocolo de digestion estatica in vitro de neonato. También se han publicado
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diferentes modelos, principalmente para formulas lacteas infantiles, pero varian en las
condiciones de operacién y los componentes de los fluidos digestivos (Brodkorb et al., 2019;
Cheong et al., 2018; de Oliveira et al., 2016; Feng et al., 2022; Lee et al., 2019; Liu et al.,
2019; Mat et al., 2016; Minekus et al., 2014; Sassene et al., 2016; Wang et al., 2022; Yu et

al., 2014).

El modelo de digestion disefiado en la tesis se contrasta con el modelo de adulto aprobado
por COST INFOGEST en la Fig. 22. La fase oral suele omitirse en la simulacion de neonatos
porque unicamente degluten alimentos liquidos y el tiempo de contacto con la cavidad bucal
es limitado (Bourlieu et al., 2014; Cheong et al., 2018; Liu et al., 2019; Ménard et al., 2018;
Shani-Levi et al., 2017). Se estima que es de 5 a 10 s como maximo (Cheong et al., 2018;
Shani-Levi et al., 2017). Sin embargo, la fase del FSS se incluyé6 conforme a las

recomendaciones del consenso internacional de digestion de adultos (Brodkorb et al., 2019).
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Sales: KH,PO, 1.85 mM, KCI
7.55 mM, NaHCO; 6.8 mM,
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Figura 22. Modelos estaticos in vitro de digestién en neonatos y adultos. Ambos se componen por 3
fases: FSS, FGS y FIS. A) Neonato (Brodkorb et al., 2019; Cheong et al., 2018; de Oliveira et al., 2016;
Feng et al., 2022; Lee et al., 2019; Liu et al., 2019; Mat et al., 2016; Ménard et al., 2018; Minekus et al.,
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2014; Sassene et al., 2016; Wang et al., 2022; Yu et al., 2014). B) Adulto (Brodkorb et al., 2019; Liu et
al., 2019; Ménard et al., 2018; Minekus et al., 2014; Varela-Pérez et al., 2022). NE, no especificado;
FSS, Fluido Salival Simulado; FGS, Fluido Gastrico simulado; FIS, Fluido Intestinal.

Los recuentos de UFC/mL de LG C1119 en su forma libre en las fases de la digestion
simulada se muestran en la Fig. 23. La viabilidad bacteriana se mantuvo alta en ambos
tratamientos al finalizar la exposicion al FSS y el FGS (E/B-, 1.57x108 UFC/mL; E/B+,
1.14x108 UFC/mL). Después del transito por el FIS se conservaron 1.68x10% UFC/mL en
E/B-. La supervivencia fue del 63.75 + 3.71%, con una reduccion logaritmica de 2.96
respecto al control (cultivo libre). En E/B+ hubo una pérdida total de la viabilidad bacteriana
(S =0%).
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Figura 23. Recuento de colonias de LG C1119 en su forma libre expuesta al modelo estatico in vitro de
digestion de neonato. La bacteria se incubd en agar MRS (24 h; 37 °C). CL, cultivo libre; FSS, fluido
salival simulado; FGS, fluido gastrico simulado; FIS, fluido intestinal simulado; E/B-, enzimas y bilis de
bovino ausentes; E/B+, enzimas y bilis de bovino presentes. Las lineas verticales en cada barra indican
la desviacion estandar. Las lineas verticales en cada barra indican la desviacion estandar. Letras
diferentes (a-b) indican diferencias significativas entre grupos (p <0.05). La prueba se realizé por

duplicado.

LG C1119 tolerdé la exposicién al acido gastrico, tiene mecanismos alcalinizantes que
pueden protegerla durante su transito por el estdmago. Por ejemplo, LGZ1029 codifica el
sistema completo de la bomba de protones FiFo-ATPasa (atpA-atpH) y dos
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intercambiadores Na*/H* (Wu et al., 2023); estas proteinas permiten bombear H* fuera de
la célula para mantener un pH intracelular estable. Asi mismo, sus sistemas de resistencia
al acido (e.j. descarboxilacion de aminoacidos) facilitan su adaptacion al FGS (Du et al.,
2021; Papadimitriou et al., 2016; Romano et al., 2012; Wu et al., 2023).

El contacto de LG C1119 con las sales biliares y el colorante verde brillante en la fase
entérica afectd su viabilidad bacteriana. Los posibles mecanismos antimicrobianos
implicados son: la alteracién de la integridad de la membrana celular, la disipacién del
potencial ionico transmembrana, la reduccién del gradiente de pH transmembrana vy el
agotamiento del ATP intracelular (Chai et al., 2023). El colorante inhibe el crecimiento de

bacterias Gram positivas fermentadoras de lactosa (de Boer, 1999).

También se plantea que la digestion lipidica daié las células porque sus lipoproteinas de
membrana contienen triacilgliceroles (O’Neal et al., 2020), las sales biliares emulsionan las
goticulas de lipidos y permiten la formacion de micelas en este proceso. Luego, la lipasa
pancreatica se ancla en la interfaz agua-aceite de estas estructuras e hidroliza los enlaces
éster en las posiciones 1 a 3 de las moléculas de triacilglicerol (Chapus et al., 1988; Da
Costa, 2003; Sastre et al., 2005).

5.8. Ensayos de digestién con microcapsulas monocapa y multicapa cargadas con L.

gasseri
Los seres humanos no producen alginasa para deshacer las microcapsulas de Alg-Na (Lee

& Mooney, 2012), las sales biliares que se secretan en el intestino delgado se encargan de
destruirlas cuando entran en contacto con el polimero mediante un intercambio idnico del
Ca?* que sostiene las estructuras de “caja de huevos” por el Na* que esta enlazado a los
acidos biliares (Giridhar & Pandit, 2013; Reddy & Pandit, 2013; K. C. G. Silva et al., 2018;
Voo et al., 2015).

Los cationes divalentes son puentes de union entre bloques G del alginato porque
interactuan con hasta 2 grupos carboxilo de diferentes cadenas poliméricas (Letocha et al.,
2022), en cambio, el Na* puede enlazarse Unicamente a uno. La sustitucion del Ca?*
disminuye la reticulacion de la microcapsula y permite que retenga mas agua, el

elongamiento excesivo de la matriz polimérica eventualmente provoca que reviente.

59



Las microcapsulas tardaran mas en destruirse si se forman a partir de una solucion de Alg-
Na altamente concentrada o si tienen un tiempo de reticulacién prolongado debido a que
contendran mas iones de Ca?* entrecruzados (Luca & Oroian, 2021; Rayment et al., 2009;
Reddy & Pandit, 2013; Voo et al., 2015). No obstante, la aplicacion de recubrimientos
adicionales de quitosano o PVA puede acelerar la disolucion del gel (Nathan et al., 2023).

El Alg-Na, per se, no interactua electrostaticamente con las sales biliares porque carece de
grupos funcionales para enlazarse a los aniones carboxilato que contienen (Murata et al.,
1999). Las microcapsulas se hinchan en la fase entérica debido a que el biopolimero
responde a los cambios de pH, y en consecuencia, la bilis puede infiltrarse (Giridhar &
Pandit, 2013; Kumar & Saquib, 2020; Reddy & Pandit, 2013). Los grupos amino del
quitosano favorecen la absorcion de bilis en el caso de las microcapsulas multicapa.

En el FGS las particulas se exponen a un pH inferior al pKa del alginato (4.4), la protonacion
de los aniones carboxilato (-COQO") de los bloques G de la matriz polimérica produce la
compactacion del gel por la disminucion de la repulsion electrostatica (Kumar & Saquib,
2020; Luca & Oroian, 2021; Rayment et al., 2009; Reddy & Pandit, 2013); este suceso
disminuye la fuga de células y retrasa el contacto con el acido gastrico.

Después, en el FIS, las microcapsulas se descomprimen y se hinchan por la infiltracion de
agua (Giridhar & Pandit, 2013; Rayment et al., 2009; Reddy & Pandit, 2013; Romero-Chapol
et al., 2022; Varela-Pérez et al., 2022). Conforme el alginato se expone a un ambiente
menos acido (pH >4.4), los grupos carboxilo (-COOH) se disocian, y producen aniones
carboxilato y cationes hidronio (H3O"). La repulsion electrostatica incrementa en

consecuencia y provoca la expansion de la matriz polimérica.

En las pruebas de digestion de microcapsulas realizadas en este trabajo ninguno de los
sistemas se deshizo, la liberacion acumulada de LG C1119 después de la exposicion de las
particulas monocapa y multicapa a los fluidos digestivos fue de 7.50x10" UFC/g y 1.55x10?

UFC/g, respectivamente.

Los informes previos donde reportaron una liberacidon exitosa de probidticos
microencapsulados en el intestino delgado simularon la digestién de un adulto (Chun et al.,

2014; Romero-Chapol et al., 2022; K. C. G. Silva et al., 2018; Varela-Pérez et al., 2022); sin
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embargo, en otros trabajos requirieron usar PBS o citrato de sodio para destruir el polimero
y liberar las células (Ansari et al., 2017; Chavarri et al., 2010; Jiménez-Pranteda et al., 2012;
Lee et al., 2019; Lotfipour et al., 2012; Marques da Silva et al., 2018; Pourjafar et al., 2020;
Rahmati, 2019, 2020).

Luca & Oroian (2021) argumentan que, aunque los diferentes modelos en estas
investigaciones simularon la fisiologia gastrointestinal de un adulto, es complicado comparar
los resultados obtenidos porque varian en la composicion de los fluidos digestivos y las

condiciones de operacion.

Vega-Carranza et al. (2021) discutieron que las amilasas pueden hidrolizar los enlaces
glicosidicos del Alg-Na, no obstante, en las pruebas realizadas no se observd ninguna
afeccion estructural a las microcapsulas durante su exposicion al FSS (pH 7.0; 2 min.)
porque el alginato no contiene almidén que pueda ser digerido por la amilasa salival (des
Gachons & Breslin, 2016).

Las particulas también resistieron la exposicion al acido gastrico (pH 2.7; 75 min.). Varela-
Pérez et al. (2022) obtuvieron un resultado similar al exponer particulas de Alg-Na 3% (p/v)
que contenian LG ATCC 19992 al FSS (pH 7.0; 2 min.) y el FGS (pH 3.0; 2 h). Romero-
Chapol et al. (2022) tampoco observaron la degradacion de sus microcapsulas después de
exponerlas a ambas fases. Incluso, con un pH <2 las particulas pueden mantenerse intactas

y conservar su forma esférica (Chun et al., 2014; Urbanska et al., 2007; Voo et al., 2015).

El aceite de maiz igualmente protege a los probidticos del acido gastrico (Corcoran et al.,
2007), se compone en un 25% de acido oleico (Wrigley et al., 2016); un acido graso que
también forma parte de la membrana de las células eucariotas y procariotas (O’Neal et al.,
2020). Su estructura se reduce a acido estearico al interactuar con iones H* (Ayodele, 2017).
Es probable que el contenido de acido oleico del aceite de maiz se reduzca antes que el de
la bacteria durante la exposicion de las microcapsulas al acido gastrico, disminuyendo el

deterioro de su membrana celular.

La digestion en la fase entérica (pH 7.0; 120 min.) tampoco fue suficiente para deshacer las
microcapsulas, la falta de liberacion controlada puede deberse a una incompatibilidad entre
los parametros de la microencapsulacion y las condiciones de digestion del modelo. Se

61



plantea que, cuando las particulas se exponen a una concentracion mas alta de bilis, se

deshacen mas rapido (Letocha et al., 2022; Voo et al., 2015).

Un neonato secreta una tercera parte de la concentracion de bilis de un adulto (10 mM y
3.1 mM, respectivamente) (Fig. 22), es incapaz de digerir microcapsulas altamente
reticuladas porque dispone de menos Na* para destruirlas en el intestino delgado.

Asi mismo, se especula que las particulas obtenidas a partir de la formulacién disefiada son
microporosas Yy tienen una liberacion prolongada de su contenido. La alta compactacién del
gel pudo retrasar el intercambio i6nico indispensable para desmontar las estructuras de

“caja de huevos” del Alg-Na.
Se obtuvo una mayor supervivencia de LG C1119 en el sistema monocapa en cuanto a la

proteccion al finalizar la digestion (Fig. 24) y se revel6 que no hubo una diferencia
significativa en el S% entre los tratamientos mediante una prueba T no pareada (p > 0.05).

120

Monocapa Multicapa
Microcapsulas

Figura 24. Supervivencia conseguida en las microcapsulas cargadas con LG C1119 al finalizar su
exposicion al modelo estatico in vitro de digestion de neonato. Los promedios fueron 96.85%
(Monocapa; Alg-Na) y 90.17% (Multicapa; Alg-Na/Quitosano/Eu S-100). Los recuentos de colonias se
realizaron en agar MRS (24 h; 37 °C). S%,; porcentaje de supervivencia. Las lineas verticales en cada

barra indican la desviacién estandar. La prueba se realiz6 por triplicado.

En las particulas monocapa y multicapa se preservaron 4.53x108 UFC/g y 3.97x10% UFC/g,
respectivamente. Ambas mantuvieron una viabilidad bacteriana adecuada para productos
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alimenticios (Bertazzoni et al., 2013; Yoha et al., 2021), pero la alta recuperacion de colonias

a partir de las microcapsulas corroboré el problema de la liberacion de su contenido.

Se especula que los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 provocaron la diferencia
minima de la supervivencia bacteriana en las microcapsulas multicapa porque anticiparon
el contacto de las células con la bilis y el colorante verde brillante (Murata et al., 1999;
Nathan et al., 2023). Los grupos amino del polisacarido atraen a los aniones carboxilato de
los acidos biliares y el PVA aumenta la permeabilidad de la matriz polimérica.

Los resultados de estas pruebas indicaron en conjunto que las microcapsulas monocapa y
multicapa preservaron la viabilidad bacteriana de LG C1119 durante la digestion simulada
de neonato en cantidades >1x108 UFC/g, pero no se encontré una diferencia significativa en
la supervivencia entre los sistemas; ambos ofrecieron valores >90%.

Se argumenta que los recubrimientos de quitosano y Eu S-100 ejercen un efecto dual sobre
la proteccién de los probidticos, por una parte retardan la exposicion de las células al acido
gastrico; por otra, alteran la permeabilidad de las particulas y facilitan la infiltracion de las
sales biliares.

Las condiciones del modelo de digestion no fueron suficientes para deshacer las
microcapsulas en la fase entérica, la matriz polimérica retuvo las células. Es necesario
modificar las concentraciones de algunos componentes de la formulacidon (Alg-Na, CaClz)
para facilitar la liberacién controlada de la bacteria.

Se remarca la importancia de contemplar aquellos parametros tecnoldgicos de la
microencapsulacion que pueden complicar la liberacidn controlada de los probidticos en el
intestino delgado. Es indispensable encontrar un equilibrio entre las funciones de proteccion

y liberacion que ofrecen los sistemas de microencapsulacion.
Los aciertos, obstaculos y areas de oportunidad sobre la aplicacion de la tecnologia de

microencapsulacion para la liberacion controlada de L. gasseri en el TGl de neonatos se
sefialan en la Fig. 25.
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« Tecnologia adaptable para acarrear diferentes
« Metodologia practica y econémica.
compuestos.
« Eficiencia de encapsulacion éptima.
« Diversificacion de suplementos probidticos para
« Particulas resistentes al acido gastrico y la bilis.
neonatos.
« Proteccion de células contra agentes
« Aplicacion alternativa para la conservacion de
antimicrobianos.
productos perecederos.

« LG C1119 no produjo bacteriocinas.

« Sistema multicapa no mejoré la « Competencia en la produccion de
supervivencia bacteriana. microcapsulas con LG C1119.
« Deficiencia de liberacion de probidticos en el « Comercializacion de probiéticos liofilizados.

TGI de neonatos.

Figura 25. Analisis FODA sobre el protocolo de microencapsulacién de LG C1119 y su liberacion
controlada en el modelo estatico de digestion de neonato in vitro. F, fortalezas; O, oportunidades; D,

debilidades y A, amenazas.
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6. CONCLUSIONES

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

El presente trabajo establecio las bases metodoldgicas para la produccion de un
sistema de microencapsulacion multicapa de LG C1119 en una matriz polimérica
compuesta por Alg-Na, quitosano y Eu S-100.

Los métodos de homogeneizacion y gelificacion idnica fueron éptimos para producir

emulsiones con probidticos y obtener una excelente eficiencia de encapsulacion.

Los ensayos de viabilidad bacteriana durante el transito por el TGl simulado de
neonatos mostraron que los prototipos monocapa y multicapa ofrecieron una
proteccion adecuada al probiotico contra los factores adversos de la digestion (pH,

sales biliares).

Los inconvenientes en las pruebas de liberacidn controlada revelaron la importancia
de disefar sistemas de encapsulacion que se adapten a la digestion de grupos
poblacioneales especificos, la fisiologia gastrointestinal de los recién nacidos es
diferente a la de los adultos; por lo tanto, cambia su capacidad para deshacer las

particulas.

Hasta el momento, esta investigacion representa uno de los primeros esfuerzos para
evaluar la liberacion controlada de probiéticos en un TGl simulado de neonatos a
partir de microparticulas de Alg-Na. Esta estrategia innovadora de administracion de
probidticos tiene un gran potencial para solventar la interrupcién de transferencia de

microbiota intestinal durante la lactancia materna.
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7. PERSPECTIVAS
Se sugiere implementar algunas modificaciones en la metodologia para futuras

investigaciones y realizar nuevos experimentos.

71.

7.2,

7.3.

Pruebas de produccion de bacteriocinas: sembrar a LG C1119 en agar MRS en lugar
de TSA-ye para que crezca adecuadamente. También, incrementar las cantidades
inoculadas en las placas (50, 75, 100, 150 yL) para mejorar la accidén antimicrobiana
contra los patégenos (Jurado-Gamez et al., 2016b). Por ultimo, inocular el agar BHI
con alicuotas (100 L) de los cultivos de L. monocytogenes C1208 o S. enterica C827
que estén ajustados a escala McFarland 0.5 (1.50x108 UFC/mL).

Produccion de microcapsulas: disminuir la concentracion de las soluciones de Alg-
Na y/o CaClz, ademas de acortar el tiempo de reticulacion idnica. Esto puede acelerar
la desestabilizacion del polimero durante el intercambio idnico de Ca?* por Na* en la
fase del FIS y anticipar la liberacion de células en el modelo de digestion (Choukaife
et al., 2020). También se propone sustituir el Tween 20 por Tween 80 para aumentar
aun mas la proteccidn contra al acido gastrico (Corcoran et al., 2007). El reemplazo
del aceite de maiz por el de oliva igualmente mejoraria la estabilidad bacteriana

porque tiene un mayor contenido de acido oleico (72%) (Wrigley et al., 2016).

Pruebas de vida de anaquel: evaluar la viabilidad bacteriana de LG C1119 en las
microcapsulas almacenadas durante diferentes intervalos de tiempo (7, 14, 21, 30
dias) a diferentes temperaturas (4, 25, 37 °C) (Luca & Oroian, 2021; Vega-Carranza
et al., 2021). Se propone utilizar las particulas en su forma hidratada y liofilizada para

determinar modificaciones en la supervivencia (Lee et al., 2019).
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