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RESUMEN

Los alimentos funcionales producen un efecto bené-
fico en la salud de quien los consume. Algunos de ellos se
desarrollan adicionando probiéticos o compuestos bioac-
tivos, que son sensibles a condiciones adversas presentes
durante la vida de anaquel del alimento o al pasar por el
tracto gastrointestinal. En ambos casos, una alternativa para
protegerlos, es encapsularlos en matrices grado alimenticio.
Se co-encapsularon Lactobacillus plantarum y acidos grasos
omega-3 (Q23) en una matriz de alginato-pectina. Los Q3
se obtuvieron por extraccién en frio de aceite de linaza; su
analisis cuantitativo por cromatografia de gases mostro un
contenido del 58 %. La relacién de matriz polimérica que
produjo mejores cépsulas fue 2:1, usando concentraciones
de 1.5 % y 2.0 %, de alginato y pectina, respectivamente.
La mejor relaciéon matriz-probidtico-linaza fue de 5.0:1.0:1.0
(suspension celular conteniendo aproximadamente 2.8 x
108 UFC/mL). Se obtuvieron cdpsulas esféricas con carga
superficial, negativa (- 4.6+ 0.41 mV) y didmetros entre 150
y 200 um. La eficiencia de encapsulamiento de L. plantarum
fue del 85 %, observandose una disminucién de 0.7+0.14 Log
UFC/g, después de liofilizar las microcapsulas para mejorar
su estabilidad durante el almacenamiento. Después de 30
dias a -20 °C, no se observaron diferencias (p > 0.05) en la
sobrevivencia del probiético, ni cambios en la concentracion
de peréxidos del aceite co-encapsulados, indicando que el
encapsulamiento protegié tanto a L. plantarum como a los
Q3. Estos micro-encapsulados podrian utilizarse en la formu-
laciéon de productos funcionales debido a su bajo costo de
produccion y facil estabilizacion.
Palabras clave: Micro-encapsulados funcionales, probidti-
cos, bioactivos, aceite de linaza, alginato-pectina.

ABSTRACT

Functional foods are those with a potentially positive
effect on consumer health. Some of them are developed
by adding probiotics or bioactive compounds, which are
sensitive to adverse conditions present during food shelf life
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as well as during the passage through the gastrointestinal
tract. In both cases, an alternative to provide protection is
the encapsulation in food grade matrices. Lactobacillus plan-
tarum and omega-3 fatty acids ((23) were co-encapsulated
in an alginate-pectin matrix. The Q3 were obtained by cold
extraction of linseed oil, quantitative analysis conducted by
gas chromatography showed Q3 content of 58 %. The best
capsules were obtained with a polymer matrix ratio of 2:
1, using concentrations of 1.5 % and 2.0 %, of alginate and
pectin, respectively. The best probiotic-linseed oil ratio was
5.0: 1.0: 1.0 (cellular suspension of approximately 2.8 x 102
CFU/mL). The morphological study showed spherical micro-
capsules with a negative surface charge (-4.6 £ 0.41 mV) and
diameters between 150 and 200 um. Encapsulation efficien-
cy of L. plantarum was 85 %, with a decrease of 0.7 + 0.14 Log
CFU /g, after lyophilizing the microcapsules to improve their
stability during storage. After 30 days at -20 °C, no differences
were observed (p > 0.05) in the survival of the probiotic, nor
changes in the concentration of co-encapsulated linseed oil
peroxides These results indicating that the encapsulation
protected both probiotic and Q3. These co-microcapsules
could have utility in functional food formulations due to
simple and cost effective production and stabilization.
Keywords: Functional microencapsulates, probiotics, bioac-
tives, linseed oil, alginate-pectin.

INTRODUCCION

La tendencia hacia el consumo de alimentos mas sa-
ludables ha despertado el interés de la poblacion por los ali-
mentos funcionales. Algunos de estos alimentos contienen o
se les han adicionado, compuestos bioactivos que producen
algun beneficio especifico para la salud. Ejemplos de bioacti-
vos son fitoesteroles, péptidos antihipertensivos, carotenos,
antioxidantes y acidos grasos poliinsaturados como los Q3
(Sampson, 2015). Los probidticos son “microorganismos
benéficos que producen un beneficio a la salud cuando se
consumen vivos en cantidad suficiente” (FAO/OMS, 2002),
también se cuentan entre los bioactivos que se afaden a
los alimentos (Ghidurus et al., 2015). En particular, el pro-
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bidtico Lactobacillus plantarum ha demostrado proteger al
intestino de la disrupciéon provocada por enteropatégenos
(Wu et al., 2016), disminuir los niveles de triglicéridos y en
general, el sindrome metabdlico en modelos murinos obesos
(Stevenson et al., 2015; Ben Salah et al. 2013). También se le
han atribuido propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias y anti cancerigenas y ha sido estudiado
como tratamiento complementario en enfermedades como:
Parkinson, Alzheimer, diabetes mellitus, sindrome del colon
irritable (llavenil et al., 2015; Barreto et al., 2014; Woo et al.,
2014; Jeun et al., 2010).0tros compuestos bioactivos son los
acidos grasos Q3, que por lo general se consumen poco en la
dieta occidental. Diversos estudios epidemioldgicos y ensa-
yos clinicos aleatorizados, muestran un efecto positivo entre
el consumo de 4cidos grasos Q3 y la reduccién de obesidad,
riesgo cardiovascular, asma, enfermedades inflamatorias
como la artritis y la mejora del desarrollo cognitivo y neuro-
l6gico (Baker et al., 2016; Chowdhury et al., 2014; Barros et
al., 2011). Las principales fuentes de acidos Q23 son de origen
marino, como el aceite que se encuentra en salmén, sardinay
atun. Ademas, existe un interés creciente en las propiedades
y consumo de fuentes vegetales de (23, como el aceite de
linaza que contiene hasta 50 % de acido alfa linolénico (ALA;
18:3w-3) (Baker et al., 2016).

La adiciéon de compuestos bioactivos a los alimentos
implica desafios tecnoldgicos que la industria alimentaria tie-
ne que vencer.En el caso de los Q3, destaca su susceptibilidad
a reacciones de rancidez oxidativa, que derivan en la pérdida
de su bioactividad y dan lugar a la formacion de perdxidos y
de moléculas que producen colores y sabores desagradables
en el alimento y la pérdida de su valor nutricional (Comunian
y Favaro-Trindade, 2016). Otra desventaja de los Q3 es su es-
casa miscibilidad en el agua, lo que dificulta su adicién a be-
bidas y a una gran cantidad de alimentos (Baker et al., 2016).
Por su parte, los probidticos, cuya condiciéon para ejercer un
efecto benéfico es llegar vivos y establecerse en el intestino
en cantidad suficiente (10%-10° UFC/g de alimento), tienen
que enfrentar una serie de estreses ambientales que derivan
en la pérdida de su viabilidad y a los que estan expuestos,
desde la produccion del alimento, hasta su consumo; entre
estos estreses destacan la exposicion a oxigeno, temperatura
y fuerza idnica adversas, bajos pH gastricos, etc. (Morales y
Ruiz, 2016).

El encapsulamiento es una alternativa tecnoldgica
para la proteccién de compuestos bioactivos que se adi-
cionan a los alimentos. Basicamente, consiste en crear una
barrera entre el bioactivo y el alimento, que en el caso de
los 23 protege de la oxidacién y facilita su incorporacion
a alimentos acuosos; en el caso de los probidticos, los res-
guarda del estrés ambiental que disminuyen su viabilidad
(Comunian y Favaro-Trindade, 2016; Morales y Ruiz, 2016).
Diversos estudios demuestran la efectividad del microen-
capsulamiento para preservar la estabilidad de los Q3 vy la
viabilidad de los probiéticos en general y de los ALA; 18:3w-3
y L. plantarum en particular (Avramenko et al., 2016; Li et al.,
2016; Rajam y Anandharamakrishnan, 2015; Carneiro et al.,

2013). Sin embargo, existen pocos trabajos donde ambos
bioactivos se encapsulan para aprovechar sus beneficios,
al ser anadidos a un mismo alimento. Eratte et al. (2016b,
2015), encapsularon L. casei y aceite de atin en una matriz
formando coacervados de proteinas de suero lacteo y goma
arabiga. Encontraron que la viabilidad del microorganismo
encapsulado se preserva de manera mas eficiente en pre-
sencia del aceite (aproximadamente ciclo logaritmico mayor
que los controles sin encapsular). Es importante investigar si
la presencia de Q23 promueve el crecimiento de diferentes
probidticos, anadiendo a los estudios controles en los que se
encapsule microorganismos en ausencia del aceite.

El alginato es un polisacarido que se forma por
regiones homopoliméricas de acido gulurénico (GGGGG)
y acido manurénico (MMMMM); también existen, regiones
heteropolimericas donde se combinan, M y G (Guo et dl.,
2016). Este polisacarido se encuentra entre las matrices mas
utilizadas para microencapsular bioactivos que se afadan a
los alimentos. Los alginatos son comestibles e inocuos (GRAS,
por sus siglas en inglés); gelifican facilmente en presencia de
calcio (Ca*?), formando hidrogeles que se ajustan al modelo
“tipo caja de huevo” (Morales y Ruiz, 2016). En este modelo,
la interaccidn se establece entre los grupos carboxilo de las
regiones GGGG y el Ca*? (COO *Ca*COO). Para mejorar su
capacidad protectora se ha propuesto mezclarlo con otros
polisacéridos. Una alternativa es mezclarlos con pectinas
de bajo metoxilo que también forman geles en presencia
de Ca*. En este caso, las interacciones COO *Ca*COQ), se
establecen entre los grupos carboxilo del acido galacturéni-
Co que no se encuentran metoxilados (Guo et al., 2016).Por
todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue caracterizar el
co-encapsulamiento de L. plantarum y acidos grasos Q3 en
una matriz de alginato-pectina, determinando la viabilidad
del probidtico, y la estabilidad de los 4cidos grasos después
de liofilizar las capsulas y de 30 dias de almacenamiento a
-20°C.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

Los medios de cultivo se obtuvieron de Difco (Difco
Laboratories/Becton, Dickinson and Co, MD, USA). El alginato
de sodio, las pectinas de bajo metoxilo y resto de los reacti-
vos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, EUA).

Extracciéon del aceite de linaza y determinacion de su
perfil de acidos grasos

Las semillas de linaza (Linum usitatissimum), se ad-
quirieron en 2 tiendas de productos naturales de Torredn
Coahuila; se utilizé la variedad canadiense de semillas ma-
rrén, obteniéndose 3 muestras de 2 kg en cada tienda. La
semilla se tritur6é durante 3 seg en un molino WSG60 (Waring
Co, E.U.A). Después de tamizar (tamiz # 4), el producto de la
molienda se introdujo en una prensa de tornillo sin fin DL-
ZYJ02 (Dulong Co, EUA) extrayendo el aceite por prensado
en frio, cuidando que la temperatura durante todo el proceso
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fuera menor a 40 °C. El aceite obtenido se centrifugd (Hermle
Z.326K, E.U.A) a 10 5478 xg a 4°C durante 30 min y se colocé
en recipientes de vidrio ambar a 4 °C, hasta su uso.

El perfil de acidos grasos del aceite se determind por
cromatografia de gases, como ésteres de metilo, preparando
las muestras segun la metodologia descrita por Slover y
Lanza (1979). Las muestras se inyectaron en un cromatégrafo
de gases (Agilent Technologies 6820, EUA), con detector de
ionizacién de flama; se usé una columna capilar CP-Sil 88
(Agilent, EUA), fase estacionaria fase estacionaria interna
de Ciano propil silicén 100 %, grosor de 0.20 um. Las con-
diciones de 120 °C por 5 min; se llegd a 210 °C a razén de
3 °C/min; se incrementé la temperatura hasta 240°C a 1°C/
min hasta que se completé un tiempo de corrida de 72 y 67
min para el Q3 y 6 respectivamente. Las temperaturas del
inyector y del detector fueron de 260°C. Se utilizé helio grado
4.7 como acarreador. Los acidos grasos se identificaron por
comparaciéon con los tiempos de retencién de los estandares
de referencia.

Bacteria y condiciones de cultivo.

La cepa de L plantarum se adquirié de la American
Type Culture Colection (ATCC 14917). La bacteria liofilizada
se inoculé en 5 mL de caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe),
que contenia 0.5 % de L-cisteina. Se incubd en aerobiosis a
37 °C durante 48 h. Después de una nueva resiembra a las
mismas condiciones, el cultivo obtenido se almacend a -40
°C en viales de crio-cultivo de 1.5 mL, y se adicioné 20 % de
glicerol estéril como crioprotector.

Para obtener la biomasa a encapsular, la bacteria se

inoculé en caldo MRS con 0.05 % de L-cisteinay seincubd a 37
°C,durante 24 h. Las células se recuperaron por centrifugacion
a 1370 xg durante 15 min a 15 °C, en una centrifuga Allegra
6R (Beckman. EUA). La biomasa precipitada se lavé 3 veces
con solucién salina estéril al 0.85 %. Posteriormente, se ajusté
con esta misma solucién a una absorbancia de 0.8 a 620 nm,
(aprox. 5.6x10® UFC/mL).

Crecimiento de L. plantarum en presencia de aceite
de linaza

Para determinar el efecto del aceite de linaza sobre el
crecimiento de L. plantarum se hizo un microensayo siguien-
do la metodologia propuesta por Hajlaoui et al. (2016), con
modificaciones. El volumen total de cada pozo fue de 200
plL, utilizando 140 plL de caldo MRS con 0.5 % de cisteina
(MRS-cys) 50 pL de aceite diluido en solucién salina a la con-
centracién correspondiente y 10 pL de indculo conteniendo
2.8 x 108 UFC/mL de L. plantarum. El aceite de linaza se diluy6
en solucidn salina afadiéndole 10 % de dimetil-sulféxido; se
obtuvieron concentraciones de aceite por doble diluciéon se-
riada, desde 8 % hasta 0.125 %. Las cajas se prepararon bajo
flujo laminar, se taparon y colocaron en un lector de Elisa
Anthos Zenyth 340st (Alcobendas, Madrid), incubandolas a
37°Cdurante 48 h. El aparato se programé para realizar medi-
ciones de absorbancia a 620 nm, cada 30 min introduciendo
un ciclo de agitacién a intensidad media cada 20 seg. De

L
\‘\‘;‘r‘" Volumen XXI, Numero 2
=40

cada pozo se generd una curva de crecimiento.Se hicieron
dos experimentos independientes con un total de 16 curvas
de crecimiento por concentracidon de aceite analizada. Para
obtener los parametros de crecimiento se utilizé el progra-
ma DMfit version 2.0 (Norwich, United Kingdom) (Baranyi y
Roberts, 1994). Como controles se utilizaron: caldo MRS-cys
sin inocular, caldo MRS-cys inoculado y caldo MRC-cys sin
inocular con aceite, sin inocular.

Microencapsulamiento

Primero se probaron diferentes combinaciones de a)
alginato-pectina (matriz) y b) matriz-probiético-aceite, para
obtener cdpsulas consistentes. Estas capsulas se hicieron po-
niendo la mezcla en una jeringa para insulina y gotedndola
a un bafo con agitaciéon conteniendo CaCl, 0.3 M, con 0.1
% de tween 20. Primero se estandarizaron las condiciones
para la matriz. Se hicieron cépsulas de pectina al 2 % (T1);
de alginato (1 %)-pectina (2 %) relacién 2:1 (T2) y de alginato
(1.5 %)-pectina (2 % ), relacion 2:1 (T3). Con la mejor combi-
nacion se hicieron capsulas matriz-probiético-Q23 usando las
proporciones, 5.0:2.5:2.5,5.0:1.0: 2.5 y 5.0: 1.0:1.0. Finalmente,
se trabajé con una proporcion matriz-probiético-omega-3,
5.0:1.0:1.0, en la que la matriz estuvo constituida por pro-
porcién 2:1 de solucion de alginato al 1.5 % y solucion de
pectinaal 2%. Para miniaturizar las capsulas se utilizé un
equipo Encapsulator B-395 Pro (Buchi labortechnik, AG) con
una boquilla de 200 um, frecuencia de 2000 Hz., voltaje de
1500 volts, agitaciéon de 90 %, presiéon de 650 mbar y una
velocidad de alimentacién de 0.6 mL/min. La suspension al-
ginato-pectina conteniendo al probiético se aplicé al equipo
a través de mangueras de ascensién, mientras que el aceite
se aplicé con una jeringa automética, siendo co-extruidos
simultaneamente hacia una solucién de CaCl, 0.3 M, 0.1 %
tween 20, a través de una boquilla concéntrica, para asegurar
que el aceite quedara en el centro de la microcdpsula. Los
calculos se realizaron para que el contenido final de L. planta-
rum encapsulado fuera aproximadamente de 2.8 x 108 UFC/
mL (Log 8.4 UFC/mL) y el de aceite 8 %.

Los microencapsulados obtenidos se dejaron en
agitacioén a 2 xg por 30 min, dentro del recipiente de reaccion
del equipo y durante 90 min, en reposo en refrigeracion a 4
°C, para continuar con el entrecruzamiento. Posteriormente,
se lavaron 3 veces con agua bidestilada para eliminar el Ca*2
que no reacciond. Enseguida de este tratamiento, se dividie-
ron en dos grupos. Con el primero se determind la eficiencia
de encapsulamiento y la caracterizacién de las capsulas,
mientras que las capsulas del segundo grupo se liofilizaron
(Virtis Benchtop 6.6 SP Industries, Gardiner, NY, EUA. -54 °C
por 48 h) para los estudios de viabilidad. Se prepararon 5
lotes diferentes de microencapsulados.

Caracterizacion de las microcapsulas
Tamano

Las cdpsulas se dispersaron en agua deionizada (10 %
p/v), determinandose el tamafo por difraccion laser en un
equipo Mastersizer, WR14 1XZ, (Malvern, UK.) Los tamaios



Lopez-Fernandez et al: Caracterizacion del co-encapsulamiento de Lactobacillus/ XXI (2): 38-46 (2019)

se documentaron usando el software Mastersizer Micro Ver.
2.19 (Malvern, UK). El analisis se realizé por triplicado.

Carga superficial

La carga superficial de las microcapsulas se determi-
no en un analizador de potencial zeta (Zetasizer Nano-ZS90,
Malvern, UK) a 25°C. Las microcdpsulas se dispersaron (10
%, p/V) en agua deionizada. Se hicieron 3 corridas de 100
determinaciones cada una, usando el software Zetasizer 7.01
(Malvern, UK).

Morfologia

La morfologia de las microcapsulas se determiné por
estereoscopia (Stem DV4, Zeiss, Alemania), y por microscopia
Optica (Quodmaster 100 modelo M1000-D, Swift, EUA). Los
estudios se hicieron por triplicado.

Eficiencia de Encapsulamiento

Para estimar la eficiencia de encapsulamiento, se cal-
culé la cantidad de bacterias que se liberaron de las capsulas
siguiendo la técnica descrita por Mokarram et al. (2009). Las
microcdpsulas (1 g) se llevaron a un volumen de 99 mL en
citrato de sodio estéril 1 % (w/v), pH 6.0 y se agitaron suave-
mente durante 10 min, a 25 °C. La sobrevivencia de la bacteria
liberada se determiné tomando muestras de la dispersion y
haciendo diluciones seriadas en agar MRS-cys. Posteriormen-
te, se incubaron por 48 h a 37 °C. Se registré el crecimiento
(Log UFC/mL) y se reporté como la media de 2 repeticiones
con 2 observaciones para cada dilucién. El rendimiento de
encapsulamiento (RE), que es una medida de eficacia del
atrapamiento y la supervivencia de células viables durante la
encapsulacién, se calculé de la siguiente manera:

RE = (N/N0)100

Donde:
N = numero de células viables liberadas de las micro-
capsulas

NO = numero de células anadidas a la mezcla de po-
limeros.

Como controles se usaron microencapsulados de L.
plantarum sin la presencia de aceite

Efecto de la liofilizacién y del almacenamiento en conge-
lacion en laviabilidad del L. plantarum microencapsulado

Las capsulas se liofilizaron y se determiné la viabilidad
de L. plantarum, al término de este proceso y después de 30
dias de almacenamiento a-20 ° C. Se utilizé la técnica de dilu-
cion en placa en agar MRS-cys, incubando a 37 °C durante 48
h. Para asegurar la liberaciéon del microorganismo, se usé la
misma técnica con citrato de sodio, descrita en la seccion de
eficiencia de encapsulamiento. El crecimiento se registré en
(log UFC/mL) y se reporté como la media de tres repeticiones
con tres observaciones para cada dilucién. Como controles
se usaron microencapsulados de L. plantarum sin la presen-
cia de aceite.

Estabilidad del aceite encapsulado

La estabilidad del aceite encapsulado se determiné
mediante el indice de acidez y el indice de peréxidos de
acuerdo a la Norma Mexicana NMX-F-101-1987 y a la Norma
Mexicana NMX-F-154-1987, respectivamente. Ambos ana-
lisis se realizaron por triplicado con dos observaciones por
réplica, determinando la estabilidad a los 0, 5,10 y 20 dias de
almacenamiento a -40 °C.

Analisis estadistico

Se hizo un analisis de varianza para el efecto de los Q3
en el crecimiento de L. plantarum, viabilidad y estabilidad de
aceite. Todos los datos se analizaron en el paquete estadistico
NCSS (Version 2007). Cuando existio diferencia significativa,
serealizé una comparacion de medias por la prueba de Tukey-
Kramer. Las significancias estadisticas fueron consideradas a
un nivel de probabilidad en el error de 0.05. Al resto de los
andlisis se les aplicé la estadistica descriptiva reportando las
medias y desviaciones estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
Perfil de acidos grasos del aceite de linaza-

La Figura 1 muestra el cromatograma tipico de la com-
posicion de los cidos grasos presentes en el aceite de linaza.
Se obtuvo una concentracion de 58.0 % de 4cidos 23y 14.7
% de &cidos Q6, con tiempos de retencion de 71.6 miny 67.2
min, respectivamente. Otros 4dcidos grasos presentes fueron
el palmitico (5.4 %), el estearico (3.0 %) y el oleico (19.0 %).
Estos resultados son similares a los encontrados por Jiménez
etal. (2013), para otras variedades de linaza.
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Figura 1. Perfil de acidos grasos del aceite de linaza.
Figure 1. Fatty acid profile of flaxseed oil.

Crecimiento de L. plantarum en presencia de aceite de
linaza

Para determinar el efecto de los acidos Q3 sobre el
desarrollo de L. plantarum se hicieron cinéticas de crecimien-
to en presencia de diferentes concentraciones de aceite de
linaza, utilizando la técnica de micro-diluciéon en placa. La
Tabla 1T muestra los pardmetros de crecimiento, encontran-
dose diferencias (p<0.05) entre la duracién de la fase de
acondicionamiento de los controles y tratamientos. En los
controles sin aceite, la fase de acondicionamiento tuvo una
duracion de 2.33 + 0.12 h, que disminuyé a un promedio
de 1.83+ 0.18 h, (21 %), cuando la concentracidén de aceite
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Tabla1. Pardmetros de crecimiento para L. plantarum en presencia de 23.

Table 1. Growth parameters of probiotic strain L. plantarum in presence of £23.

Fase de
acondicionamiento(h)

Aceite de linaza
en medio de cultivo (%)

Tasa de crecimiento (DO__ /s)

Fase estacionaria (DO__ )

620° 620°

0 2.33 +0.09°
0.5 217 +0.11°
1.0 1.81 £0.03°
2.0 1.84 +0.05°
4.0 1.80 + 0.05°
8.0 1.87 £0.07°

3.5E-05 + 0.1 E 06° 0.98 £ 0.04*
3.0E-05 £ 0.1 E07° 0.95 +£0.02*
3.0E-05 £ 0.2 E07° 0.95 + 0.04°
3.0E-05 £ 0.1 E07° 0.95+0.03*
3.1E-05 £ 0.2 E07° 0.94 + 0.04°
2.8E-05 +-0.3 E07° 0.95+0.02*

*Distintas letras en una misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
*Different letters indicate significant differences (p < 0.05) between column groups.

en el medio fue de 1 a 8 %, independientemente de la con-
centracion utilizada. Estos resultados podrian ser un indicio
de que la presencia de los acidos Q3 estaria favoreciendo
el crecimiento de L. plantarum. Sin embargo, al analizar los
cambios en unidades de cambio de absorbancia/unidad de
tiempo, se observé una pequena pero significativa (p<0.05)
disminucién, en presencia del aceite de linaza, indepen-
dientemente de la concentracion utilizada, indicando que
la velocidad de la fase de crecimiento exponencial fue 15 %
menor en presencia del aceite. Por otro lado, no se observa-
ron cambios (p> 0.05) durante la fase estacionaria.Eratte et
al. (2016b) observaron que L. casei crece mejor en presencia
de aceite, independientemente de la fuente utilizada. Con los
resultados obtenidos en este estudio no puede concluirse lo
mismo, ya que, aunque se observé una disminucion del 21
% en el tiempo requerido para que L. plantarum empezara a
multiplicarse, su capacidad para hacerlo fue mas lenta duran-
te la fase de acondicionamiento. Por lo anterior, es necesario
hacer andlisis complementarios.

Condiciones de encapsulamiento

Para determinar la combinaciéon adecuada de algina-
to-pectina que formara capsulas consistentes, se hicieron
3 tipos de capsulas; de pectina al 2 % (T1); de alginato (1.0
%)-pectina (2 %) relacion 2:1 (T2) y de alginato (1.5 %)-pec-
tina (2 %), relacién 2:1 (T3). En la Figura 2, se presentan las
observaciones al estereoscopio, de T1, T2 y T3. Las capsulas
T1, que contenian Unicamente pectina, mostraron escasa
consistencia y forma variada (Figura 2A). Por otro lado, al
anadir alginato (T2 y T3), la consistencia mejoro, obtenién-
dose mayor firmeza y forma cuasi-esférica en las capsulas T3
(Figura 2C). Por tanto, se escogié este tratamiento como la
matriz encapsulante para continuar el estudio.Una posible
causa de la escasa consistencia de las capsulas de pectina
utilizada en este estudio, es la variacion en la cantidad de gru-
pos metoxilos contenidos en el dcido galacturénico (25 al 40
%), asi como la distribucion de los mismos. La interaccién de
las pectinas con Ca*? se establecen con los grupos carboxilo
(COO *Ca*COO0). De esta manera, entre mayor sea el nimero
de metoxilaciones (COOCH,) y mas cercanas estén unas de
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Figura 2. Imagenes representativas de las microcépsulas sintetizadas con
A) pectina al 2 %; B) mezcla alginato (1.0 %)-pectina (2 %) relacion 2:1; C)
mezcla alginato (1.5 %)-pectina (2 %), relacion 2:1.

Figure 2. Representative images of microcapsules synthetized with A) 2
% pectin alone; B) alginate (1.0 %)-pectin (2 %) mixture ratios of 2:1; C)
alginate (1.5 %)-pectin (2 %) mixture ratios of 2:1.

otras, la posibilidad de entrecruzamiento serd menor, for-
mandose geles mas débiles y capsulas menos consistentes.
Esta posibilidad disminuye cuando se utiliza alginato, donde
la interaccién con Ca*™? puede llegar a ser mas homogénea,
debido a que se establece con regiones homopoliméricas
del acido gulurénico, donde los grupos carboxilo no estan
modificados con grupos metilos y, por tanto, no existe impe-
dimento para la interaccién (Guo y Kaletung, 2016).

En la Figura 3 se presentan las diferentes combina-
ciones de matriz-probidtico-aceite. Al utilizar la proporcion
5.0:2.5:2.5 (matriz-probiotico-Q23), se obtuvieron capsulas
poco uniformes, de tamafo variado e inconsistentes (Figura
3A). La combinacién 5.0:1.0:2.5 obtuvo tamanos mas unifor-

nato-pectina (matriz) cargadas con L. plantarumy Q3. A) relacién
matriz:probidtico:pectina 5.0:2.5:2.5. B) 5.0:1.0: 2.5. C) 5.0: 1.0:1.0.

Figure 3. Representative images of alginate-pectin microcapsules (matrix)
loaded with L. plantarum and Q3. A); matrix: probiotic:Q23 ratios 5.0:2.5:2.5.
B) 5.0:1.0: 2.5.C) 5.0: 1.0:1.0.
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mes y mejor consistencia (Figura 3B). Sin embargo, después
de 1 h se observé que el aceite migraba al exterior, por lo
que finalmente se escogio la combinacion 5.0:1.0:1.0 que fue
similar en consistencia y distribucién de tamafos, sin que
se observara migracién de aceite (Figura 3C). El encapsula-
miento con alginato utilizando el mecanismo de gelificacion
externa es el mas utilizado en la industria alimentaria. Implica
extruir una suspensién de alginato que contiene el material a
encapsular, sobre un bafo de cloruro de calcio (Burgain et al.,
2011). El calcio interacciona principalmente con el alginato
superficial de las gotas formadas por la extrusion y en menor
grado, con el interior de la gota, permitiendo la formacion de
una capsula flexible (Leong et al., 2016). Sin embargo, cuando
la relacién de alginato disminuye, el entrecruzamiento es
mas débil, ocurriendo un rompimiento de las capsulas, de
su produccién o durante su almacenamiento y utilizacién
(Comunian y Favaro-Trinade, 2016). Un efecto adicional es
que se forman poros mas grandes en la capsula que pueden
permitir la migracién del compuesto encapsulado (Leong et
al., 2016).

Este comportamiento puede explicar la salida del
aceite en las capsulas elaboradas con la combinacion
5.0:1.0:2.5. Una manera de mejorar la retenciéon de aceites
encapsulados es anadiendo un recubrimiento o capa adicio-
nal a la superficie de la capsula (Mokarram et al., 2009). Otros
investigadores han probado con éxito la técnica de coaser-
vacion promoviendo interacciones entre carbohidratos y
proteinas (Comunian y Favaro-Trinade, 2016). Por ejemplo,
Eratte et al. (2015) co-encapsularon L. casei 341 con aceite de
atun utilizando una matriz de goma arabiga y proteinas de
suero de leche, obteniendo coacervados estables, sin obser-
var pérdida de aceite. El encapsulamiento de L. casei y aceite
de pescado por la técnica de secado por aspersiéon tampoco
produjo pérdidas de aceite durante el almacenamiento. Sin
embargo, las altas temperaturas de secado, promovieron su
oxidacion (Eratte et al., 2016a).

Caracterizacion de los microencapsulados obtenidos por
el método semi automatizado

En la Tabla 2, se observa que la presencia del aceite
de linaza no afecté el tamano, obteniéndose didmetros entre
aproximadamente 150 a 200 um. Tampoco la carga superfi-
cial de los microencapsulados cambio considerablemente,
Tabla 2. Caracterizacién de los microencapsulados de L. plantarumy Q3 en
alginato-pectina.

Table 2. Characterization of L. plantarum and omega-3 microencapsulated
in alginate-pectin matrix.

Caracteristica Microcapsulas

con L. plantarum

Microcapsulas con
L. plantarum + Q3

Didmetro (um) 131+73.6% 138 +78.2%
Carga superficial (mV) -4.77+ 0.6 -462+0.2°
Forma esférica esférica

*Distintas letras en una misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).
*Different letters indicate significant differences (p < 0.05) between line
groups.

A

Figura 4. Imagenes representativas de las microcapsulas de alginato-pec-
tina obtenidas por el método semi-automatico. A) microcapsulas vacias. B)
microcapsulas cargadas con L. plantarumy Q3.

Figure 4. Representative images of alginate-pectin microcapsules obtained
by the semi-automatic method. A) empty microcapsules. B) microcapsules
loaded with L. plantarum and Q3.

encontrando valores entre -4.17 y -4.83 mV. Las micrografias
mostraron que en ambos casos se obtuvieron microcapsu-
las esféricas (Figura 4), observandose el aceite de linaza en
el centro de la capsula (Figura 4 B). En la gelacién idnica, la
forma de las capsulas esta directamente relacionada con el
entrecruzamiento de la matriz, cuando éste es menor, las
capsulas son menos consistentes y adquieren formas ovoides
o irregulares (Leong et al., 2016), como las que se presenta-
ron al utilizar Unicamente pectina para el encapsulamiento.
Otros trabajos en que se han co-encapsulado Q3 y probio-
ticos implican técnicas diferentes como la coaservacién y el
secado por aspersién donde las capsulas resultaron amorfas
(Eratte et al., 2016 a; 2015).

El tamano de la capsula también varia dependiendo
de la técnica de encapsulamiento; en el caso de la gelacién
idnica semiautomatizada, se obtienen tamafos mas ho-
mogéneos (Leong et al., 2016), como en este estudio. Una
desventaja de las capsulas mayores a 100 um es que pueden
impartir la sensacion de arenosidad, cuando se anaden a
alimentos liquidos (Burgain et al.,, 2011). Una alternativa es
deshidratar las capsulas y afadirlas a alimentos secos, lo cual
es una tendencia que cada dia gana mas interés en la indus-
tria de alimentos (Leong et al., 2016).

Eficiencia de encapsulamiento

Para estimar la cantidad de L. plantarum atrapado en
los microencapsulados se determiné la viabilidad por cuenta
en placa, antes y después del encapsulamiento. Las cuentas
iniciales anadidas a los alginatos, fluctuaron entre 8.40 a 8.66
Log UFC/mL. Después de encapsular al probidtico, se obser-
varon cuentas de 7.8 a 7.9 Log UFC/g de capsulas (92 %) y
de 7.14 a 7.4 Log UFC/g de cépsulas (85 %), en los microen-
capsulados de L. plantarum en ausencia y presencia de Q3,
respectivamente. Otros autores han observado eficiencias

)
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de encapsulamiento desde 90 hasta 99 % cuando se usa el
método de extrusion de alginatos, (Mokarram et al., 2009). El
menor grado de atrapamiento del probidtico en este trabajo
pudo deberse a una formacion mas lenta de las capsulas
provocada por la presencia de pectinas y por la de aceite.

Efecto de la liofilizacion y del almacenamiento en conge-
lacion en la viabilidad del L. plantarum microencapsulado

La Figura 5 muestra la viabilidad del L. plantarum,
encapsulado y co-encapsulado con omega-3 después de lio-
filizar las capsulas y después de almacenarlas durante 30 dias
a-20°C. Al liofilizar los encapsulados se observé una disminu-
cién de las cuentas de L. plantarum de 0.39-0.41 Log UFC/g
de capsula, mientras que al liofilizar los co-encapsulados
conteniendo Q3, la disminucién fue de 0.6 a 0.8 Log UFC/g
de capsula.Callewaert et al. (2007) compararon el efecto de
la liofilizacién en la superficie de microcapsulas sintetizadas
con diferentes matrices. Encontraron que las mas sensibles a
este proceso, fueron las obtenidas con alginato, debido a que
las esferas se encogian y algunas presentaban roturas. Otros
investigadores encontraron que al recubrirlas capsulas de
alginato la viabilidad de L. paracasei, después de liofilizar las
capsulas que lo contenian, disminuy6 en el orden de 0.3 Log
UFC/mL. En este trabajo no se recubrieron las capsulas; sin
embargo, la presencia de pectina pudiera estar protegiendo
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I Viabilidad después de liofilizar y almacenar 30 dias a-20° C
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Figura 5. Efecto en la viabilidad de L. plantarum debido al co-encapsula-
miento con Q3, después de liofilizar las capsulas y después de 30 dias de
almacenamiento a -20°C. El recuadro marcado indica las cuentas de probio-
ticos recomendadas para ejercer un efecto benéfico a la salud. Diferentes
letras muestran diferencia significativa, dentro de un mismo tratamiento.
Figure 5. Effect of co-encapsulation with Q3, lyophilization of capsules and
after 30 days of storage at -20°C on the viability of L. plantarum. The marked
box indicates the probiotic accounts recommended to have a beneficial
effect on health. Different letters show significant difference, within the
same treatment.

la superficie de los microencapsulados. No obstante, se re-
quieren nuevas investigaciones donde se contraste el efecto
de la viabilidad con capsulas que contengan Unicamente
alginato y se desarrolle un estudio de los cambios superficia-
les en ambos tipos (alginato, alginato-pectina) de matrices.
La presencia del aceite de linaza afecté la viabilidad del L.
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plantarum al liofilizar los microencapsulados. Este efecto
también fue observado por Silva et al. (2016), en presencia
de aceite de girasol. Sin embargo, como se observa en la
Figura 5, a pesar de la disminucién observada, las cuentas
de L. plantarum se mantuvieron dentro de las indicadas para
producir un efecto benéfico a la salud (Burgain et al., 2011).
En la Figura 5 también se observa que después de 30 dias
de almacenamiento a -20°C la viabilidad del probiético no
se afecto, indicando que la matriz es estable a este efecto.
Sin embargo, debe mencionarse que, cuando se almacenan
microencapsulados a estas condiciones, es muy importante
protegerlos de los cambios de humedad y actividad de agua,
para evitar cambios en la disponibilidad de agua que produz-
can reacciones que puedan afectar al probidtico (Burgain et
al.,2011).

Estabilidad del aceite encapsulado

La Figura 6 compara el indice de acidez del aceite
encapsulado con el del libre, durante 20 dias de almacena-
miento. En ambos casos se observaron indices bajos indi-
cando que la rancidez producida por el ataque de lipasas fue
menor. Sin embargo, este tipo de rancidez fue menor (p <
0.05) en el aceite encapsulado, que, en el libre, lo cual es un
indicio de que la matriz podria estar protegiendo al aceite.

El tipo de rancidez mas frecuente en los acidos gra-
sos insaturados es la rancidez oxidativa que puede estimarse
determinando el indice de peréxidos. Los valores iniciales de
peroxidos fueron de 0.4 + 0.01 meq O,/kg, tanto en el aceite
libre como en el encapsulado y lo mismo sucedié durante los
dias restantes de almacenamiento. Se ha observado que el
aceite de linaza es susceptible a la rancidez oxidativa y que
esta puede seguir ocurriendo, aunque mas lentamente, a
temperaturas de congelacién, como los -20°C a los que se
almacenaron las capsulas y el aceite. El hecho de que no
pudieran determinarse los peréxidos durante la mayor parte
del almacenamiento podria ser un indicio de estabilidad o de
que la técnica utilizada no fue suficientemente sensible, por
lo que es necesario realizar pruebas de rancidez acelerada
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Figura 6. Efecto del encapsulamiento en el indice de acidez de los Q3.
Figure 6. Effect of encapsulation over acidity index of Q3.
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para poder determinar si en realidad el encapsulamiento con
alginato-pectina de bajo metoxilo puede proteger al aceite
de linaza de este tipo de deterioro.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
indican que es posible co-encapsular probidticos y 23 por
gelacion idnica utilizando una relaciéon 2:1 de alginato (1.5
%) y pectina (2 %) siempre y cuando se encuentre la relacion
adecuada matriz: probidtico: aceite. Utilizando la relacion
5.0:1.0:1.0, se obtuvieron capsulas firmes, estables y que
retuvieron el aceite después de almacenarlas durante 30 dias
a -20 °C, sin afectar la sobrevivencia del probidtico ni dismi-
nuir la estabilidad a la oxidacion de los Q3. Lo anterior es un
indicio de que este tipo de co-encapsulados tienen potencial
para utilizarse en el desarrollo de alimentos funcionales.

Por otro lado, no se encontré evidencia determinan-
te de que los Q3 estimulen el crecimiento de L. plantarum
libres (sin encapsular), ni al co-encapsularlos y almacenarlos
durante 30 dias. Sin embargo, se observé una ligera dismi-
nucién de la sobrevivencia del probidtico en presencia de
los Q3, durante la liofilizacion de las capsulas. A pesar de lo
anterior, las cuentas microbianas se mantuvieron dentro de
los rangos establecidos para proporcionar un efecto bené-
fico a la salud del consumidor debido a un posible efecto
protector de la pectina. Lo anterior es un indicio de que la
combinacién alginato-pectina puede resultar efectiva en el
co-encapsulamiento de bioactivos y probiéticos. Sin embar-
go, se requieren estudios complementarios para probarlo.
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