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RESUMEN

Los probiodticos son microorganismos vivos que cuando se consumen en cantidades adecuadas, proporcionan
beneficios en la salud, interactuando con la flora intestinal ayudando a mantener un equilibrio intestinal apropiado.
Sin embargo, los probidticos pueden ser sensibles a las condiciones ambientales adversas, por lo cual, se han
implementado técnicas de microencapsulacién para mantener su viabilidad. El objetivo de este estudio es evaluar
el efecto protector del método de microencapsulacion. ; Como? Mediante la técnica de gelacion idnica con alginato
de sodio, cloruro de calcio y recubrimiento con carboximetilcelulosa (CMC), aplicando una simulacién in vitro en
condiciones acido gastricas. En cuanto a la metodologia se llevé a cabo el aislamiento de bacterias acido lacticas
por medio de kéfir artesanal, luego se realizaron pruebas bioquimicas para obtener una caracterizacién precisa de
las cepas probioticas adquiridas y por ultimo sea realizé la microencapsulacién por el método de gelacion idnica.
Los resultados demostraron que las bacterias probiéticas microencapsuladas fueron resistentes a la simulacion in
vitro en condiciones acido gastricas, confirmando que dichas bacterias pudieron sobrevivir al entorno acido en el
que fueron sometidas, obteniendo una mayor concentracion en comparacion con las bacterias probidticas libres.
De esta manera se puede concluir que las microcapsulas con bacterias acido lacticas obtenidas del kéfir artesanal
son una alternativa viable.

Palabras clave: Kéfir, Microencapsulacién, Probioticos, Viabilidad.



Preparation of microcapsules by ionic gelation, as protective agents for probiotics based on
artisanal kefir against acidic conditions.

ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that, when consumed in adequate quantities, provide health benefits, interacting
with the intestinal flora, helping to maintain an appropriate intestinal balance. However, probiotics can be sensitive
to adverse environmental conditions, which is why microencapsulation techniques have been implemented to
maintain their viability. The objective of this study is to evaluate the protective effect of the microencapsulation
method. As? Using the ionic gelation technique with sodium alginate, calcium chloride and coating with
carboxymethylcellulose (CMC), applying an in vitro simulation under gastric acid conditions. Regarding the
methodology, the isolation of lactic acid bacteria was carried out using artisanal kefir, then biochemical tests were
carried out to obtain a precise characterization of the probiotic strains acquired and finally microencapsulation was
carried out by the ionic gelation method. The results demonstrated that the microencapsulated probiotic bacteria
were resistant to in vitro simulation in gastric acid conditions, confirming that these bacteria were able to survive
the acidic environment in which they were subjected, obtaining a higher concentration compared to free probiotic
bacteria. In this way, it can be concluded that microcapsules with lactic acid bacteria obtained from artisanal kefir
are a viable alternative.

Keywords: Kefir, Microencapsulation, Probiotics, Viability.

1. INTRODUCCION

En la actualidad se conoce que el cuidado de la microbiota intestinal conlleva beneficios sobre la salud a nivel
general [1], se suman las politicas del cambio donde las reformas de salud estan enfocadas en la prevencion de
enfermedades [2], aumentando el consumo de alimentos ricos en fibra y bebidas fermentadas que se sabe
contienen bacterias que estimulan la microbiota intestinal [3]. Estas bacterias estan asociadas a los llamados
“Probidticos” que, segun la OMS, son “microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio a la salud del consumidor”. Hay que tener en cuenta que no todas las bacterias
acido lacticas o fermentadoras son consideradas cepas probidticas, porque si bien hay un nimero reducido de
cepas identificadas, estudiadas y evaluadas en condiciones gastricas que permiten ser identificadas como
probidticos, aun existe un desconocimiento muy grande con las bacterias presentes en bebidas fermentadas como
la kombucha, el jun y el kéfir con potencial probidtico [4]. De ahi la necesidad de realizar estudios de identificacién
o clasificacidn de bacterias, que complementen los estudios necesarios para la identificaciéon de cepas que puedan
ser consideradas “probidticos” no solo “bacterias acido lacticas”. Por eso, a lo largo de este informe veran la
descripcion de las bacterias aisladas del kéfir, como bacterias acido lacticas (BAL) [5].

Entre las bebidas fermentadas el Kéfir es una de las destacadas con sus nédulos compuestos por péptidos
bioactivos y polisacaridos, donde esta confinada una compleja comunidad simbidtica de bacterias acido lacticas,
levaduras y bacterias acido acéticas (BAA) [6]. Ademas, las BAL contienen muchos estudios de identificacion,
evaluacion y determinacion de su viabilidad en almacenamiento y en entornos gastricos, la identificacion y
evaluacién de sus cepas ya se ha estandarizado [7]. Ahora bien, la determinacion de su viabilidad aun sigue en
proceso de mejoramiento, debido a que las bacterias acido lacticas son resistentes en ambientes acidos, aun asi,
son muy sensibles a los cambios bruscos de temperatura, de oxigeno y de presién, por tanto, multiples estudios
presentan resultados insatisfactorios, poca viabilidad e incertidumbre que se traduce en un mal manejo de la
informacién frente a bebidas fermentadas. Como propone (Ramirez Huaman, A. (2020).) se debe realizar
investigaciones sobre el aislamiento y cuantificacion de bacterias acido lacticas en la microbiota de los granos de
kéfir, debido a su importancia en el proceso de fermentacion como en la inhibicién de bacterias patégenas en la
industria alimentaria y por consiguiente, promover el uso de bacterias del kéfir como suplementos funcionales para
la microbiota intestinal [8].



Aunque la baja viabilidad es razén suficiente para desarrollar una proteccion de las cepas aisladas del kéfir, existe
la necesidad de facilitar su uso como suplemento en otros alimentos que no sean bebidas fermentadas, debido a
la poca tolerancia que puede tener el publico a los olores y acidez de los productos. Por ende, Correia (2022)
propuso la alternativa de microencapsular las BAL para asi poder aislarlas y a su vez brindarle proteccién [9].
Existen muchos tipos de microencapsulacion, tales como microencapsulacién por electro pulverizacion,
microencapsulacién por pulverizacién de secado, microencapsulacién por gelacion iénica, microencapsulacién por
extrusién entre otros, no todos se encuentran aptos para usar con bacterias vivas. Por conocimiento de su
eficiencia se usara en este estudio el método de microencapsulacion por gelacién iénica siendo una técnica
eficiente y asequible donde se emplea el alginato de sodio y el cloruro de calcio para la formacion de microcapsulas
de gel que sera el material de recubrimiento y proteccion de los probidticos. Dicho material de recubrimiento no
es toxico, es muy econdmico, ademas de ser utilizado en la cocina molecular [10]. Para darle una mayor estabilidad
a las microcapsulas, se realizara un recubrimiento a las perlas de alginato, a causa de que su reaccion con el
cloruro de calcio, no es tan estable y tiende a ser porosa. El recubrimiento se genera con otro compuesto gelante
como Quitosano, carboximetilcelulosa (CMC) o maltodextrina porque, de acuerdo con multiples estudios,
comprueban nivel de eficiencia [10]. Pero ¢ puede realmente la microencapsulacion mejorar la viabilidad de cepas
probidticas del Kéfir artesanal en una simulacion in vitro en condiciones acido gastricas? Segun lo descrito por
Correia, H. J. D. A. (2022) las microcapsulas mejoran la viabilidad de las BAL extraidas del kéfir en su
almacenamiento y segun Maria Clara (2021) las BAL libres actian como medio de ayuda, prevencién y tratamiento
para enfermedades del tracto gastrointestinal. Este estudio se encargarda de evaluar el efecto de la
microencapsulacion por gelacion idnica sobre la viabilidad de bacterias acido lacticas aisladas del Kéfir artesanal,
suspendidas dentro de una simulacién in vitro, en condiciones acido gastricas. También establecera su viabilidad
con bacterias acido lacticas aisladas del kéfir, pero libres en condiciones acido gastricas. Para complementar
estudios anteriormente mencionados se hara el recubrimiento de las perlas de alginato de sodio con CMC, siendo
este el unico estudio no evaluado por Ordéfiez, J.L (2018) y que sigue siendo no toxico y econémico.

2. METODOLOGIA.

El desarrollo de esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Santiago de Cali
en Cali valle. La metodologia planteada busco evaluar el efecto protector de las microcapsulas elaboradas con la
técnica de gelacion ionica en bacterias acido lacticas a base de kéfir artesanal, sometidas en una simulacién in
vitro en condiciones acido gastricas, el kéfir usado en la metodologia fue donado por “Probidticos Cali” un
emprendimiento calefio encabezado por Stella, quien realiza diferentes fermentos que contienen baterias acido
lacticas.

2.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas a partir del kéfir artesanal

Se llevo a cabo el aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL) por medio de donacién de nédulos de kéfir
artesanal. El kéfir se produce mediante la fermentacion de leche con los llamados "granos o nddulos de kéfir".
Estos nddulos son una combinacion simbidtica de bacterias lacticas y levaduras, que forman una matriz gelatinosa
similar a la coliflor. Los nédulos de kéfir son pequefios, duros, de forma irregular y de color blanco amarillento, con
un diametro que puede variar de 3 a 35 mm. Estos nodulos estan compuestos por péptidos bioactivos y
polisacaridos donde esta confinada una compleja comunidad simbidtica de bacterias acido-lacticas, levaduras y
bacterias acido-acéticas [14]. Se tomaron 10 gramos de nddulos de kéfir y se afiadieron en 90ml de agua peptona,
una vez esto se realizaron diluciones seriadas 10-', 10-2,10-3, 10-4, 10-° y se sembrd por superficie 0.1ml de las
diluciones realizadas en medio solido de agar Man, Rogosa, Sharpe (MRS), ya que es un medio de cultivo selectivo
que proporciona nutrientes necesarios para un buen crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL), después se
sembro en caldo MRS 1 ml de estas diluciones en 4 tubos de ensayo, debido a que son medios selectivos para
BAL, donde se incubaron a 37°C por 72 horas. Todas las incubaciones se llevaron en anaerobiosis controlada ya
que las bacterias acido lacticas crecen con mayor comodidad, sin embargo, a pesar de su metabolismo anaerobio,
son anaerobios tolerantes y en los medios de cultivos sélidos forman colonias en presencia de aire [12].



2.2 Pruebas bioquimicas a bacterias acido lacticas obtenidas del kéfir.

La caracterizacion bioquimica se realiza posterior a la inoculacion en el medio de cultivo MRS y después se debe
mirar como este afecta o no a las bacterias, ya que permite el desarrollo de lactobacilos y otras bacterias acido-
lacticas. La proteasa peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa constituyen la fuente
nutritiva, debido a que proporcionan nitrégeno, carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitan, las sales
de sodio, magnesio y manganeso brindan cofactores que promueven el desarrollo bacteriano y pueden inhibir el
crecimiento de algunos microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio del crecimiento de
bacterias Gram negativas, mientras que el agar es el agente solidificante [13].

La identificacion y caracterizacion de las BAL aisladas de los nddulos de kéfir se realizdé mediante el seguimiento
del criterio del manual de Bergey de Bacteriologia sistematica (Bergey, 1986).

2.2.1 Tincién gram

Para la tincion de Gram, se seleccioné solo una colonia de cada aislado que se realizé previamente en agar MRS.
Posteriormente en un portaobjeto se colocé una pequefia gota de agua destilada, con ayuda de un asa metalica
estéril se tomé una pequena muestra de colonia aislada en agar, se extendid y se fijé con ayuda de un mechero
de bunsen. Los reactivos que se utilizaron fueron: cristal violeta durante un minuto, Lugol durante un minuto,
alcohol o acetona al 70% durante 30 segundos y safranina durante 1 minuto respectivamente. Finalmente se seco
el portaobjeto en el mechero de bunsen y se colocé encima un cubreobjeto, por ultimo, se afiadidé una gota de
aceite de inmersion y se observo en el microscopio con objetivo 100X.

El término bacterias acido lacticas no se limita a un grupo de microorganismos estrictamente taxonémico, pero
comprende una amplia gama de géneros filogenéticamente relacionados con bacterias Gram positivas con un gran
nuamero de caracteristicas bioquimicas y ecoldgicas en comun [15].

2.2.2 Motilidad.

Esta prueba se realizé por medio de sulfuro indol para motilidad (SIM), donde se tomé una pequefa muestra de
colonia con ayuda de un asa de punta estéril y fue inoculada en el centro del medio SIM, incubada a 35°C durante
24 horas. Esta prueba debe dar negativa debido a que las BAL no tienen motilidad, es decir, que no presentan la
habilidad para moverse espontaneamente [16].

2.2.3 Prueba catalasa.

En esta prueba se colocé en un portaobjeto una gota de solucion de peroxido de hidrégeno al 3% y se coloco una
pequefia parte de las colonias aisladas de agar MRS, por ultimo, se observo las burbujas que se iban generando.
En laliteratura plantea que carecen de actividad respiratoria, ya que les falta la enzima citocromo catalasa. A pesar
de su metabolismo anaerobio, son anaerobios tolerantes, por lo que en cultivos sélidos pueden formar colonias en
presencia de aire sin ser toxico para ellas [17].

2.2.4 Prueba de crecimiento en concentracion de sal (NaCl).

Entre las caracteristicas fisioldgicas mas importantes para consideraciones taxonémicas se encuentra la
resistencia a diferentes concentraciones de NaCl, para esta prueba se realizo la preparacion de medio MRS. con
una concentracion del 1%, 2,5% y 4% de NaCl, después se inoculé cada medio con bacterias previamente aisladas
y se incubaron a 37°C durante 72 horas. Por otra parte, se realizd prueba de crecimiento en concentracion de sal
en bebida fermentada con kéfir, donde se preparé caldo MRS con un 1%, 2,5 y 4% de NaCl. Posteriormente se
tomo 1 ml de muestra y se inoculo en 9 ml de cada una de las concentraciones de NaCl y se incubo a 37 °C de 48
a 72 horas [18].

2.2.5 Prueba citrato de Simmons.

Esta prueba se realizé para determinar el uso de citrato como unica fuente de carbono lo cual se esperé que diera
negativa, ya que el metabolismo de los organismos en crecimiento libera substancias alcalinas produciendo una
reaccion basica. Para esta prueba se tomo una colonia aislada y se sembré en medio de cultivo citrato de Simmons,
donde fue incubada por 24 horas a una temperatura de 35°C [19].



2.2.6 Prueba hierro.

En esta prueba se prepardé medio de cultivo lisina hierro agar en tubos de ensayo, los cuales se inocularon con
una colonia aislada y se incubo por 24 horas a una temperatura de 35°C. El resultado esperado indica que las BAL
no aprovechan el hierro como nutriente, pero otros estudios mas recientes explican mas a fondo la importancia de
las BAL las cuales son capaces de remover elementos inorganicos como hierro total, favoreciendo el proceso de
potabilizacion del agua utilizados como agente de biorremediacion de aguas [20].

2.3 Preparacion de los aislados obtenidos del kéfir para el proceso de microencapsulacién.

Una vez se obtuvo el aislamiento de la cepa acido lacticas del kéfir, se tomd una colonia y se sembré en 10ml de
caldo MRS, posteriormente se incubo a 37°C durante 18 horas, pasado este tiempo de crecimiento, se ejecutd por
medio del espectrofotdmetro la concentracién alcanzando una densidad 6ptica de 0.849 a una longitud de onda
de 625 nm, obteniendo una concentracion de 1x108 UFC/ml. Con esto obtenemos la concentracion inicial antes
de realizar el proceso de microencapsulacion. Seguidamente se obtuvieron las bacterias del medio mediante
centrifugacion a 3000rpm por 30 minutos a 4°C y se enjuagaron dos veces con solucién salina estéril al 0.9% para
obtener el sedimento de bacterias acidos lacticas y de esta manera tener las bacterias listas para crear la solucion
de alimentacion, pero antes una parte del pellet de células se utilizé como células libres y la otra parte se sometié
a microencapsulacion [21].

2.4 Obtencién de microcapsulas.

Se prepararon microcapsulas de alginato de calcio recubiertas con CMC mediante el proceso de extrusién
siguiendo la metodologia propuesta por Silva de Farias et al. (2019) con algunas modificaciones [22], se realizaron
los microencapsulados mediante el método de gelacion idnica, utilizando soluciones previamente esterilizadas,
donde primero fueron suspendidas y homogeneizadas la biomasa de las BAL (1x108 UFC/mL) en 10 ml de alginato
de sodio al 1%, esta fue nuestra solucién de alimentacion. La solucién de alimentacion se extruy6 a través de una
jeringa 24G %, a 100mL de una solucién de CaClzal 1% y se mantuvo en agitacion constante a 150 rpm durante
30 min, formando microcapsulas de gel [23].

Las microcapsulas de alginato de calcio se recolectaron mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos
a 4 °C, descartando el sobrenadante. Las microcapsulas se lavaron con agua peptona al 0,1% y se sumergieron
en 100 mL de una solucion de CMC al 2%, se mantuvo en agitacion constante a 150 rpm durante 40 min. Las
microcapsulas de alginato de calcio con CMC se recolectaron mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 15
minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante y se lavaron con agua peptona 0,1% [24].

2.5 Simulacién in vitro en condiciones acido gastricas.

En la ejecucion de la simulacion in vitro se evalué tanto en bacterias libres como microencapsuladas por separado,
el objetivo era evaluar la supervivencia de las bacterias tanto libres como microencapsuladas y compararlas,
ademas poder identificar una liberacion controlada de las bacterias en el intestino después de ser degradadas las
microcapsulas por los acidos [25]. Primero se realizd el sedimento con las bacterias libres, en la cual se
suspendieron en 10 ml de solucion salina al 0,9%, seguidamente se centrifugaron en (3000 rpm durante 30 min a
4°C) para recuperar el sedimento, luego fue suspendido en 1 tubo con 9ml de HCI al 0,1N durante 120min a 37°C,
posteriormente para los microencapsulados las condiciones de incubacion fueron las mismas, donde se inoculo
en 1 tubo con 9ml de HCl al 0,1N durante 120 min a 37°C evaluando la prueba etapa gastrica, pasado este tiempo
se centrifugaron las muestras a (3000 rpm durante 30 min a 4°C) y se descart6 el sobrenadante [26].

2.6 Cuantificacion de bacterias libres y microencapsuladas.

Para el método de cuantificacion se realizdé tanto en bacterias libres como microencapsuladas, liberando el
contenido bacteriano de los micro encapsuladas por medio de ruptura de cada microcépsula con una aguja estéril,
donde luego fueron suspendidas en agua peptona para realizar diluciones seriadas 10-', 10-2,10-3, 10-%, 10-5, el
cual fue inoculado 0.1pl de suspension bacteriana en agar MRS por superficie e incubada a 37°C por 24 horas.
Sin embargo, para la cuantificacion de bacterias libres se realizaron diluciones seriadas 10-', 10-2,10-3, 10-4, 10->
partiendo del pellet que habia quedado de la simulacién in vitro en condiciones &cido gastricas realizada
anteriormente, ejecutando la suspension de 0.1ul en agar MRS de cada una de las diluciones por superficie e
incubada a 37°C por 24 horas. Por ultimo, se realizdé un recuento de las placas para comprobar el efecto de las



microcapsulas en la simulacion in vitro en condiciones acido gastricas, este fue el Unico proceso que llevo un
control positivo y uno negativo, ya que el método lo requiere para su validez [27].

2.7 Analisis de datos

Los datos obtenidos de la concentracién de las bacterias acido lacticas microencapsuladas y libres después de
haber pasado por la simulacién in vitro en condiciones acidas fueron evaluadas mediante la aplicacién de Excel,
debido a que utiliza graficos comparativos, el cual permite presentar datos relevantes de investigaciones.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento de bacterias acido-lacticas a partir del kéfir artesanal

El kéfir tiene una comunidad muy grande de microorganismos y la distribucién no es equitativa, las concentraciones
de BAL son mucho mayores al de las levaduras segun lo planteado por (Patel et al., 2022) [28]. Las BAL estan en
mayor concentracion que las bacterias BAA lo cual es refutado por Rodriguez Mendoza (2023) [29]. El cual replico
el estudio y obtuvo un crecimiento mayor de BAA, después BAL y por ultimo levaduras, esto se debe a las
condiciones donde fueron extraidos los nédulos de kéfir, las condiciones de fermentacion y la leche empleada.

En la Figura 1 se observan los nédulos extraidos del kéfir artesanal, los granulos de kéfir se encuentran cubiertos
de un liquido viscoso llamado kefiran, este es un glucogalactano (polisacarido) soluble en agua producido por
diferentes lactobacilos presentes en el kéfir y responsable del conjunto de beneficios del kéfir [30].

Figura 1. Aspecto de nodulos de Kéfir artesanal.

Se seleccionaron 10 gramos de estos nddulos de kéfir y se realizaron diluciones seriadas 10!, 102,103, 104, 10
como se aprecia en la Tabla 1, se observaron colonias de color blanco, bordes regulares y cremosas con un
crecimiento significativo, el cual es un indicativo de presencia de bacterias acido lacticas.

Dilucion 10 Dilucién 102 Dilucion 1078 Dilucion 10 4 Dilucion 10°®

Tabla 1. Aislamiento mediante nédulos de kéfir artesanal en agar MRS.



Las bacterias que crecieron en este medio de cultivo pertenecen a las BAL, ya que si quisiéramos aislar las BAA
usariamos el medio GYC y las levaduras en el medio YGC, sin embargo, no todas las colonias eran iguales,
claramente por la matriz o0 donde procedia la muestra. Estos resultados fueron comparados por tamafo, forma,
margen, color, textura y elevacion de las colonias con los aislados de Rodriguez Mendoza, E. (2023), el cual
identifico sus colonias por la técnica MALDI-TOF pero también las clasifico por su morfologia. De acuerdo con
esta investigacion se realizé la comparacion y teniendo en cuenta el medio de cultivo de crecimiento que se utilizé
para este estudio, el cual esta destinado para el crecimiento de BAL, podemos inferir que las bacterias aisladas
son BAL [29].

3.2 Caracterizaciéon y confirmaciéon de BAL obtenidas del kéfir artesanal.

Después de la caracterizacién morfolégica macroscépica pasamos a realizar la confirmacidn microscopica de los
aislados, se realiz6 la caracterizacion de la cepa obtenida y diferentes pruebas bioquimicas confirmatorias para
BAL. La identificacién morfoldgica se realizé mediante tincion Gram como se muestra en la Figura 2, observando
por medio del microscopio bacterias de color violeta, siendo una de las primeras caracteristicas de las BAL.
Ademas, con su forma alargada como bastén podemos confirmar que son bacilos, también se observa la ausencia
de esporas y flagelos importantes caracteristicas de las BAL. Estos mismos resultados los comparamos con el
estudio de identificacion realizado por Vanegas Mantilla (2014), la cual mostro las mismas caracteristicas de tincion
y morfologia microscépica, aunque en un estudio mas reciente realizado por Pasaribu (2022) comparan la
caracterizacion microscopica de aislados de diversos nédulos de kéfir, los cuales presentaron un crecimiento de
bacilos, pero también de cocos gran positivos. El cual infiere un nivel de contaminacion de los diversos nodulos,
teniendo esto en cuenta, podemos decir que nuestros aislados no presentan contaminacion y tiene un mayor nivel
de pureza [31].

Figura 2. Tincion gram de las cepas aisladas de nodulos de kéfir artesanal. A: Dilucion 10 observado con aumento 100x
B: Dilucion 10 observado con aumento 100x

Luego de la caracterizacidon de los aislados se procedio a realizar las pruebas bioquimicas, donde se obtuvieron
los resultados caracteristicos y confirmatorios de BAL como se aprecia en la Tabla 2, de acuerdo con los resultados
obtenidos la movilidad es negativa, debido a que las BAL no tienen cola o flagelo que les permita desplazarse.
Para la caracterizacion de probioticos es muy importante que tengan movilidad reducida o nula, ya que es una
caracteristica muy propia de las bacterias patégenas para poder reproducirse de una formainvasiva en el intestino.
En el apartado 2 se evidencia catalasa negativa otra caracteristica confirmatoria de BAL, ya que estas no
presentan la enzima citocromo catalasa por lo cual carecen de una actividad respiratoria. En el apartado 3
observamos una de las caracteristicas fisiolégicas mas importantes, dado que debe resistir a diferentes
concentraciones de NaCl, de esta forma evaluamos la viabilidad de los aislados sometidos a un estrés osmatico,
comparados con el estudio realizado por Huaringa Olave (2023) el cual fue mas riguroso, ya que aumento las
concentraciones de NaCl en 5%, 7% y 10 %, presentando un crecimiento microbiano de 4.15 y de 8.76 Log
respectivamente, al 10% no tuvo un crecimiento significativo, este dato es muy importante debido a que en el
procesamiento de algunos alimentos o en el recorrido intestinal se pueden enfrentar a un estrés por altas
concentraciones de sales, sin embargo, Huaringa Olave (2023) hizo la comparacion de la viabilidad con los



probiéticos microencapsulados y los resultados de su viabilidad fueron 93%, 86% y 66% respectivamente
aumentando la supervivencia de las bacterias acido lacticas en el almacenamiento y tracto gastrointestinal. Para
el apartado 4 notamos que el tubo no viro su color, ya que las bacterias acido lacticas no usan el citrato como
fuente de carbono. Por lo tanto, no liberan sustancias alcalinas que produzca una reaccién basica y el medio no
vira a azul. Por ultimo, el apartado 5 nos muestra un resultado negativo, dado que el medio no cambio su color. El
hierro es un nutriente esencial para la mayoria de los microorganismos, pero no para las BAL. Normalmente esta
es una prueba de identificacion presuntiva para microorganismos gran negativos, en este caso ya sabemos que
son gran positivos.

No | Prueba bioquimica Resultado Andlisis

1 Motilidad Negativo Solo se evidencio
crecimiento en la

parte inoculada y no
se observo
propagacion en el
medio.

2 Catalasa Negativo Al momento de tener
los microorganismos

contacto con el
peroxido de
hidrogeno no se
produjo burbujas, esto
se debe por la
ausencia de esta
enzima catalasa.

3 Crecimiento 1% Positivo Tanto el caldo Mrs.
en como el agar Mrs.
concentracion presentaron 0
crecimiento en 1%,
de sal (NaCl) siendo las bacterias

acido lacticas
tolerables a este
compuesto quimico.
2,5% Positivo Tanto el caldo Mrs.
como el agar Mrs.
presentaron
crecimiento en 2.5%,
siendo las bacterias
acido lacticas
tolerables a este
compuesto quimico.
4% Positivo Se observo
crecimiento en caldo
Mrs. y no crecimiento
en agar Mrs., sin
embargo, no se
descarta la posibilidad
que sean estas
bacterias tolerables a
este compuesto en
4%.

4 Citrato de Simmons Negativo No hubo viraje de
color, ya que las
bacterias acido
lacticas no consumen
citrato como fuente de
carbono.

5 Hierro Negativo No hubo cambio de
color, debido a que el

hierro es un
micronutriente
esencial para los
seres vivos a
excepcion de las
bacterias acido
lacticas.




Tabla 2. Caracterizacidn bioquimica de aislamiento mediante nédulos de kéfir artesanal.

Después de haber realizado las pruebas de caracterizacién macroscoépica, microscépicas de los aislados y haber
realizado las pruebas bioquimicas podemos definir presuntivamente que los aislados presentes en los diversos
ensayos son BAL y se prosigue con los analisis de microencapsulacion y comparacion de supervivencia en el
sistema acido gastrico in vitro.

3.3 Determinacién de la morfologia y viabilidad de las microcapsulas.

Durante el proceso de microencapsulaciéon se obtuvieron 402 microcapsulas intactas presentando formas
esféricas, con un diametro entre 0,1 a 0.2 mm por microcapsula como se muestra en la figura 3, con una viabilidad
de 85x107 Ufc/ml equivalente al 85% de las bacterias microencapsuladas, se estima que por cada microcapsula
hay 2,11 x 10® Ufc/ml de BAL, siendo este método eficiente para la microencapsulacion de BAL. De igual manera,
Jantarathin et al. (2017) microencapsularon L. acidophilus TISTR 1338 con inulina, utilizando la técnica de
extrusién, obteniendo que la efectividad de encapsulacién mediante perlas de alginato-quitosano fue de 90.40 +
1.53 %, siendo estos datos similares a los obtenidos en este estudio [32].

En el proceso de la microencapsulacion hay momentos donde se puede perder concentracion de UFC, en el
lavado, en los restos de la jeringa y en el pellet pegado a los tubos falcon. Sin embargo, no es una cantidad
significativa que afecte el tratamiento con BAL o que represente un costo muy grande en materia prima, la
proteccién que brindan las microcapsulas puede ser mayor que el porcentaje de bacterias perdidas en el
almacenamiento y proceso del tracto gastro intestinal.

Segun la estructura esférica y semi ovalada que presentan nuestras capsulas podemos inferir estabilidad y
proteccién, a nuestro compuesto activo ( BALL). En el estudio realizado por Marifio Sarmiento (2023) realizaron el
estudio del comportamiento de diversas capsulas, alginato, alginato con quitosano, maltodextrina y maltodextrina
con quitosano, siendo el sistema con alginato el mas eficiente y alginato con quitosano en segundo lugar, pero sin
muchas diferencias significativas entre ellas. En nuestro caso pudimos experimentar con alginato y CMC como
material de recubrimiento y pudimos evaluar su resistencia no en el almacenamiento, pero si en condiciones acido
gastricas in vitro.

Figura 3. Medicion de las microcapsulas obtenidas del método gelacion iénica.

En la Figura 3 y 4 se puede apreciar el resultado final de la técnica de gelacion ionica durante el proceso de
microencapsulacion por extrusion y el recubrimiento con CMC, adquiriendo microcapsulas semi uniformes y
redondas, evidenciando que el compuesto CMC mejora su forma, firmeza y dureza, mientras protege a las BAL.
Sin embargo, al ser una técnica mecanica, la presion que se ejerce en la jeringa no es uniforme y mas si se debe
mantener una fuerza constante por un periodo largo de tiempo. El método es eficiente para una prueba en
laboratorio, pero si se quiere llevar a una escala industrial se debe crear un método mas eficiente que no requiera
esfuerzo humano o por lo menos que el esfuerzo mecanico sea automatico.



Figura 4. Microcapsulas recubiertas con carboximetilcelulosa (CMC).

En la Figura 5 por medio del microscopio dptico con un aumento de 100x se pudo observar el tamafio y la forma
de una microcapsula, viendo una apariencia uniforme y lisa, sin observarse presencia de huecos alrededor de la
esfera. Esto se puede ver referenciado por Rodriguez (2021) donde explica las diferentes morfologias de una
capsula desde su irregularidad, su grosor y la diferencia entre una encapsulacién con y sin recubrimiento [33].

Figura 5. Visualizacién de microcapsula por microscopio 6ptico en aumento 100x.
3.4 Simulacion in vitro en condiciones acido gastricas.

Los resultados de las microcapsulas sometidas a condiciones acido gastricas se presentan en la Figura 6 apartado
A las microcapsulas en un tubo de ensayo con 9 ml de HCl al 0.1N y en el apartado B las microcapsulas después
de la simulacion in vitro, esto demuestra la resistencia de las microcapsulas las cuales no fueron degradas, pero
a su vez demuestran un problema porque no permiten una liberacién controlada del compuesto activo en este
caso en el intestino. Para que una microcapsula sea util y eficiente debe tener un equilibrio entre la proteccién del
compuesto activo y debe degradarse en el estomago para permitir una liberacion controlada en el intestino. Las
BAL siguen atrapadas en su mayoria dentro de las microcapsulas, sin embargo, se nota una disminucién del
tamafo y una irregularidad en la superficie de las capsulas pos-in vitro, esto se debe a que las microcapsulas son
degradadas desde afuera hacia adentro, capa por capa va liberando las BAL dentro de ellas.



Figura 6. Microcapsulas sometidas a simulacion in vitro con HCI al 0.1N. A: Capsulas sumergidas a acido clorhidrico
B: Microcapsulas obtenidas después del proceso la simulacién in vitro en condiciones acido gastricas.

3.5 Cuantificacion de bacterias libres y micro encapsuladas.

De acuerdo con la Figura 7 se puede apreciar el resultado de la cuantificacion de bacterias libres y
microencapsuladas, observando en el apartado A el resultado del crecimiento de las diluciones en la cuantificacion
de bacterias libres, donde solo se obtiene crecimiento en las diluciones de 10-', 102,10-3en el cual su conteo mas
grande fue de 1.2x10°, esto infiere que el conteo bacteriano fue muy bajo. Por otro lado, en la cuantificacion de
bacterias micro encapsuladas como se observa en el apartado B hubo mayor conteo bacteriano, y teniendo en
cuenta que no todas las bacterias fueron liberadas es una gran comparacion, la mayoria de las bacterias siguen
dentro de las microcapsulas, recubiertas por un gel que les impide obtener los nutrientes del medio, reproducirse
y tener visibilidad por medio de una colonia. Aun asi, solo presento crecimiento en las diluciones 10-', 10-? ,siendo
su conteo mas grande 220x10%, evidenciando que no hubo un incremento como se esperaba en las bacterias
microencapsuladas. Se puede considerar en la figura A y B el conteo de Ufc/ml de los resultados de la
cuantificacion de bacterias libres y microencapsuladas.

- .

1.7x10% ufc/mL

6.5x10* ufc/mL

40.2x10° ufc/mL.

Figura 7. Cuantificacion de bacterias libres y microencapsuladas luego de ser sometidas a simulacion in vitro en condiciones
acido gastricas. A: crecimiento diluciones realizadas a bacterias acido lacticas libres. B: crecimiento diluciones realizadas a
bacterias acido lacticas microencapsuladas.



De acuerdo con los resultados de la (figura 7 apartado A) se evidencia el poco crecimiento de las diluciones en
las bacterias libres, considerando de esta manera que las bacterias libres pudieron verse afectadas por el estrés
en el cual se sometieron por el acido clorhidrico al momento de ser sometidas durante la simulacién in vitro en
condiciones &cido gastricas. Esto se debe a que el acido clorhidrico proporciona un ambiente sumamente acido,
necesario para que la pepsina descomponga las proteinas, simulando la acidez del estbmago que actia como
barrera contra las infecciones, pues elimina la mayoria de las bacterias asi ellas sean resistentes a los entornos
acidos. Como resultado obtuvimos un crecimiento menor al 0.00012% de la concentracion inicial, la cantidad que
llega realmente al intestino es infima, no es significativo.

El poco crecimiento que se observa en la (figura 7 apartado B) de las diluciones con bacterias acido lacticas
microencapsuladas, se considera que se debe a que el método de liberacion de las bacterias una vez estando
microencapsuladas no fue el adecuado para este disefio, no se descarta la idea de que las bacterias quedaron
retenidas en las microcapsulas y no pudieron liberarse del todo, sin embargo, se contempla que para un futuro se
pueda controlar este proceso y mediante técnicas distintas de liberacion obtener diluciones mayores y una mejor
concentracion. La cantidad que fue liberada de las capsulas después de la simulacion in vitro corresponde al
0.0022%.

No obstante, de acuerdo con los resultados obtenidos se logra corroborar que el ensayo cumplié con un efecto
protector de las BAL mediante la microencapsulacion en comparacion con bacterias libres, confirmando que estas
bacterias microencapsuladas pudieron sobrevivir a la simulacion in vitro en condiciones acido gastricas.
Obteniendo una mayor concentracion en las bacterias acido lacticas microencapsuladas, siendo este método
prometedor, de bajo costo e innovador en el uso de probidticos de manera natural.

En la Figura 8 se observa la comparacion entre la concentracion log (Ufc/ml) por el tiempo trascurrido de la
simulacion acido géstrica in vitro, en el que se evidencian dos sistemas, el de las bacterias acido lacticas libres
(BAL) y el de las bacterias acido lacticas microencapsuladas (BAM). Los sistemas inician con una concentracién
1x10%y posterior a la simulacién in vitro en condiciones acido gastricas observamos que el sistema BAL presenta
una disminucién drastica de su concentracion con un valor de 17000 Ufc/ml obtenidas del conteo en placa de la
Figura 7. En el sistema BAM encontramos una concentracion de 2200000 Ufc/ml que corresponden a las bacterias
acido lacticas que fueron liberadas de sus microcapsulas por el método de ruptura descrito en la metodologia, sin
embargo, debido al método de ruptura empleado no todas las bacterias fueron liberadas y por lo tanto no fueron
cuantificadas en las placas, existen métodos mas efectivos que permiten liberar las bacterias una vez
microencapsuladas para realizar una cuantificacion mas exacta; Esto nos demuestra la resistencia que
presentaron las microcapsulas protegiendo el compuesto activo.
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Figura 8. Grafica comparativa de la concentracion antes y después de la técnica de simulacion acido gastrica in vitro. BAL:
Bacterias acido lacticas Libres BAM: Bacterias acido lacticas Micro encapsuladas.

4. CONCLUSIONES



Las bacterias acido lacticas aisladas de kéfir artesanal microencapsuladas por la técnica de gelacion idnica con
alginato de calcio recubiertas con CMC por el método de extrusion mostro una resistencia mayor a lo esperado en
condiciones acidas, sobrepasando las expectativas y lamentablemente no otorga una liberacién controlada del
compuesto activo.

La eficacia de este método puede depender de varios factores, como la formulacién especifica utilizada, las
condiciones de procesamiento y las caracteristicas de los aislados de bacterias acido lacticas empleadas.

Cambiando el método de ruptura de las microcapsulas en ensayos a futuro, se espera obtener una concentracién
de su viabilidad mas acertada, se propone una dilucién por agitacion de las microcapsulas, liberando las bacterias
acido lacticas de su materia encapsulante.

Las bacterias acido lacticas libres no resisten concentraciones de NaCl mayores al 10% y tampoco simulaciones
acido gastricas in vitro, se debe seguir estudiando el uso de microcapsulas para potenciar el efecto de los
probiéticos y bacterias acido lacticas en nuestra microbiota.
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