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Resumen 

La administración de bacterias probióticas en la dieta es un área que se ha 

expandido en los últimos años ya que estas bacterias han sido asociadas a 

diversos efectos benéficos en la salud de quienes las consumen. En principio, 

dichos efectos solo son posibles cuando las bacterias son capaces de implantarse 

y colonizar el tracto gastrointestinal (TGI) del huésped. Para ello, es necesario que 

estas bacterias se mantengan viables, fisiológicamente estables y en una 

concentración suficiente durante la elaboración y almacenamiento del producto, 

para así soportar su paso a través de las condiciones adversas del TGI. En este 

respecto, la perdida de viabilidad de las bacterias obedece a diferentes factores y 

varía según la cepa. Debido a esto, la formulación de probióticos 

microencapsulados se ha empleado como una alternativa emergente para reducir 

la perdida de viabilidad celular por factores tecnológicos y gastrointestinales. Por 

lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue implementar un sistema mixto de 

matrices poliméricas para la microencapsulación de cepas probióticas y evaluar su 

eficacia para la protección de los cultivos bacterianos bajo condiciones gástricas 

simuladas en un sistema dinámico. De las veintidós cepas bajo estudio, el 28 %fue 

incapaz de resistir y/o crecer en los diferentes valores de pH evaluados. Por lo 

tanto, en función de su sensibilidad, seis cepas (L. fermentum NRRB-B1932, L. 

rhamnosus ATCC 13075 y NRRL B-442, L. reuteri NRRL 14171, B. longum R0175 

y L. plantarum NRRLB-4496) fueron pre-seleccionadas para ser sometidas a 

condiciones gástricas simuladas. Los resultados evidenciaron una disminución del 

40-45 % (4-4.7 ciclos logarítmicos) de viabilidad al final del proceso digestivo, por 

lo que dichas cepas fueron microencapsuladas mediante el método de 

emulsión/gelificación interna. Sin embargo, los resultados demostraron que no es 

factible microencapsular a todas las bacterias por este método, ya que L. 

fermentum, L. rhamnosus y L. plantarummostraron perdida total de viabilidad 

durante etapas específicas del proceso, mientras que L. reuteri y B. Longum 

mostraron ser más resistentes al proceso con una pérdida de viabilidad de ca. 2 y 

6 ciclos logarítmicos, respectivamente. Debido a que L. reuteri presentó la menor 

perdida de viabilidad durante el proceso de microencapsulación, manteniendo una 
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concentración celular ≥106 UFC/mL, se evaluó la eficacia de las microcápsulas 

para protegerá este cultivos bacteriano bajo condiciones gástricas simuladas. El 

porcentaje de pérdida de viabilidad al final del proceso fue de 26.24 %. Estos 

datos de muestran una protección ejercida por las micro esferas de alginato contra 

las condiciones estresantes prevalentes en el sistema gastrointestinal simulado, lo 

que favorecería la capacidad de esta cepa para implantarse y colonizar el tracto 

gastrointestinal del huésped y ejercer así su efecto probiótico. 
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SUMMARY 

The administration of probiotic bacteria through food is an area that has 

been expanded in recent years due to these bacteria have been associated to 

beneficial effects on the health of those who consume them. Such effects are only 

possible when the bacteria are able to implant and colonize the gastrointestinal 

tract (GIT) of the host. Hence, is necessary that these bacteria remain viable, 

stable and in sufficient concentration during product processing and storage in 

order to resist its passage through the adverse conditions of the GIT. In this 

respect, the loss of viability of bacteria is due to various factors and varies 

depending on the strain. Because of this, the formulation of microencapsulated 

probiotics has been employed as an emerging alternative to reduce the loss of cell 

viability by technological and gastrointestinal factors. Therefore, the aim of this 

work was to implement a mixed system of polymeric matrices to 

microencapsulating probiotic strains and assesses its effectiveness to protect 

bacteria under simulated gastric conditions using a dynamic system. From twenty 

two strains under study, 28 % was unable to either resist or grow under the 

different pH values assessed. Hence, according to the sensitivity shown, six strains 

(L. fermentum NRRB-B1932, L. rhamnosus ATCC 13075 and NRRL B-442, L. 

reuteri NRRL 14171, B. longum R0175 and L. plantarum NRRLB-4496) were pre-

selected to be subjected to simulated gastric conditions. The results showed a 

decrease of 40-45 % (4-4.7 log cycles) of viability at the end of the digestion 

process. Thus, such strains were microencapsulated by the emulsification/internal 

gelation method. However, the results showed that it is not feasible to 

microencapsulating all bacteria by this method, since L. fermentum, L. rhamnosus 

and L. Plantarum showed a total loss of viability at specific stages of 

microencapsulation process, whereas L. reuteri and B. longum were more resistant 

with a loss of viability of ca. 2 and 6 log cycles, respectively. Because L. reuteri 

showed the highest resistant (≥ 106 CFU/mL), the efficacy of microcapsule to 

protect this strain was assessed under simulated gastric conditions. The 

percentage of loss of viability at the end of the process was 26.24%.These data 

showed a protective effect by alginate microspheres against stressful conditions 
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prevalent in the simulated gastrointestinal system, which might enhance the ability 

of this strain to implant and colonize the gastrointestinal tract of the host and thus 

exert their probiotic effect. 
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I. INTRODUCCION 

Los probióticos son microorganismos no patógenos que cuando se ingieren 

en cantidades adecuadas ejercen un efecto positivo en la salud de su anfitrión 

(FAO/OMS, 2006). Dichos efectos benéficos incluyen resistencia a patógenos, 

mejora del metabolismo de lactosa, aumento de la respuesta inmune, reducción 

de los niveles de colesterol y presión arterial, disminución al riesgo de cáncer, 

entre otros (Anal y Singh, 2007). Para que un microorganismo sea considerado 

como probiótico debe de poseer ciertas características tales como no ser 

patógeno ni tóxico, presentar estabilidad cuando se exponen a la bilis y ácidos 

gástricos, poseer la capacidad de adherirse y colonizar la mucosa intestinal, entre 

otras (Shah y Ravula, 2000).  

La forma más común de consumir probióticos es a través de alimentos 

lácteos (e.g., leches fermentadas, yogurt, helado, quesos) que contienen especies 

de Lactobacillus y Bifidobacterium (Gonzales et al., 2003). Para que un alimento 

se considere un vehículo eficiente de probióticos, es necesario que el cultivo de 

interés permanezca viable en altas concentraciones durante el proceso de 

elaboración del producto y durante el tiempo de almacenamiento del mismo 

(Gonzales et al., 2003). En este sentido hay estudios que han demostrado que 

estos microorganismos pueden perder su viabilidad antes de llegar a su sitio de 

acción, el tracto intestinal humano, debido a que su estabilidad fisiológica ha sido 

mermada por los factores físicos-químicos del alimento, o por las condiciones 

tecnológicas a las que ha sido sometido en el producto durante su elaboración y/o 

almacenamiento. Adicionalmente, se ha reportado una pérdida de viabilidad de las 

bacterias probióticas – en forma cepa dependiente, asociada con su paso a través 

del sistema digestivo del huésped, lo cual se atribuye, entre otras cosas, a las 

condiciones agresivas prevalentes (e.g., ácidos y sales biliares) en el tracto 

gastrointestinal superior (Ding y Shah, 2007; Mortazavian et al., 2007; Chavarri et 

al., 2010). Así pues, con el fin de garantizar los efectos benéficos en la salud se 
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recomienda que el número de bacterias viables y activas debe ser de 106-

109unidades formadoras de colonias por mililitro o gramo (UFC/mL o g) de 

producto al momento de su consumo (Talwalkaret al., 2004; Songet al., 2013). De 

esta forma, las investigaciones se han enfocado hacia el desarrollo de estrategias 

que permitan mantener la concentración celular mínima necesaria de los 

probióticos en los productos y durante su paso por el tracto gastrointestinal, sitio 

donde ejercerán su función (Ramos et al., 2013). Una de las alternativas más 

empleadas en la actualidad son las técnicas de microencapsulación, las cuales 

proveen una barrera física que protege a la bacteria a través de un material 

protector que es generalmente de naturaleza polimérica (Martin et al., 2009).  

Se han reportado diferentes métodos de microencapsulación tales como 

extrusión, lecho fluidizado y secado por aspersión, polimerización interfacial, coa- 

cervación y emulsión, entre otros. La selección del método para encapsular 

depende de los costos, el tamaño de la cápsula, las propiedades físicas y 

químicas de los materiales, la aplicación y el mecanismo de liberación deseado 

(Anal y Singh, 2007).La emulsificación es una técnica química utilizada en la 

microencapsulación de células probióticas vivas dando una alta tasa de 

supervivencia de las bacterias. El procedimiento de emulsión permite la 

producción de microcápsulas de diferentes tamaños específicos dependientes de 

la variación de la velocidad de agitación y la relación agua/aceite (Burgainet al., 

2011). 

Por otra parte, el material protector debe reunir ciertas propiedades que 

dependen de las características químicas del material encapsulado, la aplicación, 

las condiciones de almacenamiento y del proceso al cual será expuesto. En este 

sentido existe una gran variedad de materiales encapsulantes, los cuales incluyen 

almidón, derivados de celulosa, gelatina, mezcla de xantano-gelatina, carrageno, 

gomas (arábiga y guar), quitosano, maltodextrinas, proteínas de suero de leche y 

alginatos (Chávarri et al., 2010; Jímenez-Prantedaet al., 2012).El alginato es un 

hidrocoloide con alta capacidad higroscópica, de fácil manipulación e inocuidad. 

Además, propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes, razón por las 
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cuales ha sido de gran interés para la industria alimentaria (Gohet al., 2012). Sin 

embargo, a pesar de que el alginato ha mostrado ser adecuado para la 

encapsulación de diferentes microorganismos (e.g., Lactobacillus, Lactococcus, 

Bifidobacterium, Enterococcus y Streptococcus), el gel presenta matrices porosas 

y sensibilidad a pH extremos que condicionan tanto la liberación como la 

protección de las bacterias. Estos inconvenientes pueden ser contrarrestados al 

modificar la estructura del gel, al emplear sistemas mixtos poliméricos para la 

formación de matriz con quitosano (Chávarri et al., 2010). 

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue implementar un sistema 

mixto de matrices poliméricas para la microencapsulación de cepas probióticas y 

evaluar su eficacia para la protección de los cultivos bacterianos bajo condiciones  

gástricas simuladas en un sistema dinámico.  
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II. REVISIÓN BIBLOGRAFICA 

 

2.1Bacterias Ácido Lácticas 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) se describen como un grupo de 

microorganismo Gram-positivos, no esporulados, bacilos y cocos usualmente no 

móviles, generalmente catalasa-negativos, nutricionalmente fastidiosos, ácido 

tolerantes, no reductores de nitrato, no pigmentados, tolerantes de temperatura 

entre 5 y 50 °C, anaerobios obligados y en ocasional excepción son anaerobios 

aerotolerantes, producen ácido láctico como producto final de la fermentación de 

carbohidratos. Los géneros que comprenden a las BAL son: Aerococcus, 

Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, 

Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella. El género 

Bifidobacterium, frecuentemente considerado como genuina BAL bajo el mismo 

contexto, no está relacionado filogenéticamente y tiene un modo único para la 

fermentación de azucares (Pfeiler y Klaenhammer, 2007). 

La característica principal por cual se les designa ácido lácticas es por su 

capacidad para fermentar los azucares produciendo ácido láctico como producto 

principal (Settanni y Moschetti, 2010). Éstas se subdividen generalmente en dos 

grupos en función de su metabolismo de carbohidratos: El grupo 

homofermentativo, que lleva acabo la ruta glucolítica para transformar su fuente de 

carbono a ácido láctico. Y el grupo heterofermentativo, el cual produce cantidades 

equimolares de lactato, CO2, etanol o acetato de glucosa en la explotación de la 

vía fosfocetolasa (Vasilijevic y Shah, 2008). 

La denominación de “bacterias ácido lácticas” enfatiza la importancia 

comercial de su metabolismo; los usos industriales de las BAL incluyen la 

producción de Dextrán, la producción de ensilado y tal vez su papel más 

importante es la producción de ácido láctico y su subsecuente aplicación en 

preservación biológica de alimentos (Cueto-Vigil et al., 2010). 



 

14 
 

En este sentido, una amplia variedad de alimentos son preservados por 

fermentación ácido láctico, incluyendo leches fermentadas, aceitunas y vinos, 

entre otros. Razón por la cual los principales nichos donde se pueden aislar las 

BAL son plantas y productos lácteos fermentados industriales o artesanales. Por 

otra parte, las BAL son habitantes endógenos del tracto gastrointestinal humano, y 

se cree que son uno de los habitantes dominantes del intestino delgado (Shuet al., 

1999; Pérez et al., 2007; Jensen et al., 2012). 

 Algunas BAL además de mejorar las características sensoriales y la calidad 

preservativa o nutrimental de los alimentos, contribuyen a mejorar la salud de 

quienes los consumen. Esto hace que estén involucradas en la elaboración de 

alimentos funcionales, término aplicado a productos que contienen niveles 

importantes de componentes biológicamente activos que ofrecen efectos 

fisiológicos deseables más allá de la nutrición básica (Gonzalez et al., 2013). 

Estos microorganismos son llamados probióticos y los más comúnmente utilizados 

y reportados incluyen los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. 

2.2 Probióticos 

El término probiótico es una palabra de origen Griego que significa “por la 

vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos 

benéficos para los seres humanos y los animales. La observación original de la 

función positiva desempeñada por algunas bacterias se le atribuye a Élie 

Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el Instituto 

Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmó que "la dependencia de los 

microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas 

para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por 

microbios útiles" (FAO/OMS, 2006). Metchnikoff destacó la longevidad y buena 

salud de los campesinos búlgaros que consumían grandes cantidades de yogurt. 

Suponía que el consumo de grandes cantidades de alimentos ricos en bacterias 

lácticas eliminaba las bacterias formadoras de toxinas, mientras elevaba la 

proporción de bacterias lácticas y la flora intestinal mejoraba la salud, 

incrementando las expectativas de vida (Amores et al., 2004). 
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Por otra parte, Henry Tissier pediatra francés observó que los niños con 

diarrea tenían en sus heces un escaso número de bacterias caracterizadas por 

una morfología peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bífidas” eran, por el 

contrario, abundantes en los niños sanos. Sugirió la posibilidad de administrar 

estas bacterias a pacientes con diarrea para facilitar el restablecimiento de una 

flora intestinal sana. Las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las 

que se hicieron propuestas científicas con respecto a la utilización probiótica de 

bacterias, aun cuando la palabra "probiótico" no había sido acuñada sino hasta 

1960 (FAO/OMS, 2006).  

En el año 1965, surge el término “probiótico” relacionado directamente con 

los productos lácteos fermentados, cuando Lilly y Stilwell lo utilizaron para 

describir aquellas sustancias secretadas por un microorganismos que estimulan el 

crecimiento de otro, en contraposición al término “antibiótico”, entendido como 

cualquier compuesto químico utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de 

organismos infecciosos. Sin embargo, Parker fue el primero en usar “probióticos” 

de acuerdo con el sentido que hoy conocemos, es decir, organismos y sustancias 

que contribuyen al equilibrio microbiano intestinal (Amores et al., 2004). 

En 1989 Fuller adapto la definición de probiótico hecha por Parker, con 

objeto de destacar el carácter microbiano de los probióticos, definiendo de nuevo 

el término como "un suplemento dietético a base de microbios vivos que afectan 

beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal". Havenaar 

y Huis in 't Veld en 1992 propusieron una definición muy similar: "un monocultivo o 

cultivo mixto viable de bacterias que, cuando se aplica a animales o seres 

humanos, afecta beneficiosamente al huésped mejorando las propiedades de la 

flora autóctona".  

En 2002, un comité de expertos, convocados por la Organización Mundial 

de la salud (OMS) y la Organización de las Naciones para la Agricultura y la 

alimentación (FAO), definieron a los probióticos como “microorganismos vivos que, 
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cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud 

del huésped” (FAO/OMS en 2006). 

Las bacterias probióticas, principalmente las ácido lácticas, se utilizan como 

adyuvantes en los alimentos para proporcionar una amplia variedad de beneficios 

para la salud. La colonización del intestino por bacterias probióticas previene 

crecimiento de bacterias dañinas por la exclusión competitiva y mediante la 

producción de ácidos orgánicos y compuestos antimicrobianos (Moyano et al., 

2008).  

En pocos años los probióticos han evolucionado desde el uso de bacterias 

pioneras, como Lactobacillus acidophillus, hasta la gran variedad que existe 

actualmente con varios tipos de Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, 

Enterococcus e incluso algunos hongos y levaduras como Aspergillus oryzeay 

Sacharomiyces boulardii (Cuadro 1). Además, se ha incluido a E. Coli Nissle, cepa 

no patógena que compite con su homólogo patógeno, que tantos problemas causa 

(Amores et al., 2004). Sin embargo, los microorganismos probióticos más 

utilizados y comercializados en los alimentos en todo el mundo pertenecen a los 

géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium.  

El tipo de vehículo más común portador de microorganismos probióticos 

son las leches fermentadas, las cuales pueden ser el resultado de una 

fermentación desarrollada con un solo tipo de microorganismo probiótico y 

contener bacterias vivas y diversos compuestos generados durante la 

fermentación (Escalante, 2001). Sin embargo ya se han reportado otras matrices 

fermentadas como embutidos, cereales y pepinillos entre otros (Furtado et al., 

2013). 

La selección de una cepa como probiótico requiere que sus efectos 

benéficos sean demostrados científicamente, que la cepa sea segura para uso 

humano, que sea estable contra ácidos y sales biliares, y que se adhiera a las 

células de la mucosa intestinal, así como que también excluya o reduzca la 
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presencia de agentes patógenos y colabore en la formación de una flora normal 

equilibrada (Amores et al., 2004). 

Cuadro 1. Ejemplo de microorganismos probióticos (Amores et al., 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.1 Mecanismos de acción 

En la actualidad se han propuesto diferentes vías por las cuales los 

probióticos ejercen sus efectos benéficos. Sin embargo, los mecanismos aun no 

se conocen con exactitud. Se piensa que éstos pueden actuar acidificando la luz 

intestinal, segregando sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos 

patógenos (Figura 1), consumiendo nutrientes específicos o uniéndose 

competitivamente a los receptores intestinales de forma que mantienen la flora 

intestinal y evitan la acción de gérmenes patógenos (Ferrer y Dalmau, 2001). 
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Figura 1.Comportamiento de los probióticos contra los patógenos (protexin 

veterinary, 2004). 

Por otra parte, las bacterias probióticas pueden modificar la respuesta 

inmune aumentado la secreción de IgA específica frente a rotavirus, facilitan la 

captación de antígenos en la placa de Peyer. Adicionalmente se ha propuesto que 

los probióticos producen enzimas hidrolíticas y disminuyen la inflamación 

intestinal.  

Se ha postulado que los probióticos presentan un efecto 

hipocolesterolémico a través de diferentes mecanismos a saber, aumento de la 

actividad de las hidrolasas de las sales biliares, las cuales se unen al colesterol y 

ayudan a su eliminación, mediante la producción de triglicéridos de cadena corta, 

los cuales inhiben la síntesis de colesterol, lo redistribuyen desde el plasma al 

hígado y, por conjugación de las sales biliares, el colesterol no se reabsorbe y es 

utilizado para la síntesis novo de sales biliares (Ferrer y Dalmau, 2001; Nomoto, 

2005). 

El efecto anticarcinogénico de los probióticos se ha asociado a la supresión 

del crecimiento de bacterias productoras de β-glucuronidasa y la β-glucósidasa, 

enzimas que convierten los procarcinógenos en carcinógenos (Amores et al., 

2004). 
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2.2.2 Benéficos para la salud 

A partir de lo expuesto por Metchnikoff, se han atribuido una serie de efecto 

benéfico para la salud a microorganismos probióticos y a los alimentos que los 

contienen. Algunos de estos beneficios han sido bien documentados y 

establecidos; sin embargo, otros solo han demostrado un potencial prometedor en 

modelos animales. Un aspecto muy importante que se debe destacar sobre los 

beneficios a la salud impartidos por las bacterias probióticas es que éstos son 

cepa-específica (Cuadro 2); es decir, no existe una bacteria universal que provea 

todos los efectos benéficos propuestos, aun cuando se trate de cepas de la misma 

especie (Vasilijevic y Shah, 2008). 

Cuadro 2. Efectos benéficos en la salud de algunos microorganismos probióticos 

(Vasilijevic y Shah, 2008). 

Microorganismo Efecto benéfico 

L. acidophillus 
LC1 

Equilibrio en la flora intestinal, efecto en sistema inmunitario 

L. acidophillus 
NCFCO1748 

Reducción de la actividad  de enzimas procancerígenas, diarrea 
y constipación 

L. acidophillus 
NCFM 

Reducción de la actividad de enzimas procancerígenas 

L. jonsoniiLA1 Inmuno estimulador, tratamiento de gastritis y ulceras 

L. rhamnosus 
GG 

Inmuno estimulador, tratamiento para diarrea  e inflamación del 
intestino 

L. bulgaricus Inmuno estimulador, ayuda a la digestión de lactosa 

L. casei Promotor del crecimiento y de la viabilidad de probióticos 

B. bifidum Reducción de diarrea por rotavirus, favorece el equilibrio de la 
microbiota 

S. thermophilus Inmuno estimulador, mejora la digestión de lactosa  

S. boulardii Prevención de diarrea y tratamiento de colitis  

Entre de las propiedades importantes que se han atribuido a los probióticos 

se incluyen la prevención y el tratamiento de trastornos gastrointestinales, 

reducción de la intolerancia a la lactosa, modulación de la respuesta inmunitaria 

del huésped, prevención del cáncer y de enfermedades cardiovasculares 

(reducción de colesterol en suero y los lípidos) (Minalliet al., 2004). 
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La intolerancia a la lactosa es un problema que padece el 50-70% de la 

población mundial en distinto grado. Este problema es debido a la ingestión de 

productos que contienen lactosa (principalmente leche no fermentada) y los bajos 

niveles de b-galactosidasa intestinal. La lactosa es una sustancia osmóticamente 

muy activa y su presencia en la luz intestinal ocasiona la salida de fluidos e iones 

de la mucosa intestinal al exterior hasta alcanzar el equilibrio osmótico. Esto 

ocasiona una diarrea profusa. La ingestión de probióticos de forma continua, ha 

permitido reducir considerablemente la mala absorción de la lactosa. Este efecto 

parece deberse al aporte de b-galactosidasaexógena proporcionada por 

Streptococcus termophillus y Lactobacillus bulgaricus del yogurt. El tránsito 

intestinal se ralentiza permitiendo una mejor hidrólisis de la lactosa y la posterior 

adsorción de sus componentes (Marquina y Santos, 2005). 

Las opiniones en cuanto a la cantidad necesaria de microorganismos para 

llevar a cabo los diferentes efectos benéficos es variable. De manera general, se 

ha establecido que la concentración mínima necesaria para que los alimentos 

sean considerados como probióticos, debe de ser≥ 106 UFC/mL de bacterias 

probióticas y éstos deben de consumirse regularmente (Furtado et al., 2013). 

Cuando las bacterias probióticas son empleadas para desarrollar nuevos 

alimentos funcionales, se desea que las bacterias sean capaces de adaptarse a 

un acarreador conveniente o un sustrato fermentable (e.g., leche) y que el 

producto final tenga una vida de anaquel y atributos sensoriales aceptables como 

color, sabor y textura. También se requiere que las bacterias probióticas presentes 

en el producto permanezcan viables, en suficiente número y metabólicamente 

activas, aún después de haber sido ingeridas (Palou y Serra, 2000). 
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2.3 Condiciones gastrointestinales y sobrevivencia de probióticos 

2.3.1 Función del sistema digestivo 

El sistema digestivo abarca el conjunto de órganos relacionados 

directamente con el proceso de digestión y absorción de los nutrientes. Este 

sistema presenta seis partes claramente diferenciadas (Latarjet y Ruiz Lizard, 

2008). 

1) La boca, lugar de entrada de los nutrientes y donde se realiza su 

degustación, desintegración y lubricación. En la cavidad bucal se encuentran 

alojados los dientes, lengua y glandulas salivales. Los alimentos se dividen en 

partículas más fácilmente digeribles al ser cortados con los dientes y masticados 

con los posteriores. La digestión comienza cuando la saliva que procede de las 

glándulas salivales recubre estas partículas con enzimas digestivas. La saliva 

también contiene anticuerpos y enzimas, como la lisozima, que fraccionan las 

proteínas y atacan directamente las bacterias (Gil, 2010). 

2) El esófago, es un tubo muscular de paredes finas, recubierto 

interiormente de una membrana mucosa, que conecta la garganta con el 

estómago. El alimento proveniente de la boca no baja por efecto de la fuerza de 

gravedad sino debido a unas ondas rítmicas de contracción y relajación muscular, 

que se denominan peristaltismo. El peristaltismo representa un mecanismo 

importante que permite mantener un número bajo de bacterias (Gil, 2010). 

3) El estómago es un órgano muscular grande que consiste en tres 

regiones: el cardias, el cuerpo (fundus) y el antro. Éste sirve como área de 

almacenamiento para los alimentos, contrayéndose rítmicamente y mezclándolos 

con aproximadamente 2.5 L de jugos gástricos, los cuales están constituidos por 

sustancias importantes: moco, ácido clorhídrico y enzimas que fraccionan las 

proteínas (e.g., pepsina). El ácido clorhídrico provee el ambiente fuertemente 

ácido (pH 1.5-3.5) necesario para que la pepsina fraccione las proteínas. Esta 

condición representa un importante mecanismo de defensa, ya que algunos 
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estudios reportan que los microorganismos se enfrentan a estrés por alta acidez 

por un lapso promedio de 3 h (Cateris et al., 1998; Fernández et al., 2003). 

4) El estómago libera su contenido al duodeno, primer segmento del 

intestino delgado. Cuando éste se llena, el duodeno indica al estómago que 

detenga el vaciamiento. 

5) Intestino delgado. El duodeno, primera porción del intestino delgado, 

recibe enzimas del páncreas y bilis del hígado. Estos líquidos llegan al duodeno a 

través del esfínter de Oddi y contribuyen de forma importante a los procesos de 

digestión y absorción, así como a eliminar microorganismos que entran con la 

comida. El peristaltismo también ayuda a la digestión y a la absorción al revolver 

los alimentos y mezclarlos con las secreciones intestinales. 

El yeyuno y el íleon forman el resto del intestino delgado, son localizados a 

continuación del duodeno. Esta parte del intestino es la responsable principal de la 

absorción de grasas y otros nutrientes. La pared intestinal libera moco y agua, que 

lubrican y disuelven el contenido intestinal, ayudando a disolver los fragmentos 

digeridos. También se liberan pequeñas cantidades de enzimas que digieren las 

proteínas, los azúcares y las grasas, además de que presentan actividad 

antimicrobiana (Gopalet al., 2001). 

5) El intestino grueso, dividido también en tres zonas: ciego, colon y recto, 

es donde se dirige el material residual, teniendo lugar en un proceso de absorción 

selectiva de electrolitos y agua, y la formación de las heces que serán excretadas 

por el ano. 

6) El ano es la abertura que existe al final del tracto gastrointestinal, por la 

cual los materiales de desecho abandonan el organismo. El ano está formado en 

parte por las capas superficiales del organismo, incluyendo la piel y, en parte, por 

el intestino. Está recubierto por una capa formada por la continuación de la piel. 

Un anillo muscular (esfínter anal) mantiene el ano cerrado. 
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2.3.1.1 Uso de sistemas gastrointestinales simulados como herramienta para 

evaluar la viabilidad de probióticos 

Varios sistemas han sido desarrollados para simular las condiciones 

fisicoquímicas in vitro presentes en el tracto gastrointestinal humano para el 

estudio de la viabilidad de bacterias probióticas. Dichos sistemas incluyen modelos 

sencillos, donde las bacterias probióticas son tratadas de forma discontinua con 

soluciones acidas y posteriormente con soluciones de bilis hepática. Sin embargo, 

estos modelos simplifican el evento en el tracto gastrointestinal humano y están 

limitados en su capacidad para simular los aspectos dinámicos de los procesos in 

vivo (Cook et al., 2012). 

Por otra parte, sistemas más complejos que simulan el tracto 

gastrointestinal humano permiten además estudiar las interacciones de las 

bacterias probióticas la microbiota intestinal o determinar el efecto de las bacterias 

probióticas y productos simbióticos dentro del entorno microbiano intestinal. En 

este sentido, modelos de tránsito compartimental se han desarrollado durante 

años y se han hecho algunos avances para desarrollar aparatos de disolución con 

base en modelos multicompartimentales tales como los modelos continuos 

constituidos de diferentes cámaras para simular los principales compartimentos 

del TGI, a saber estómago, el duodeno, el yeyuno y el íleon, lo cual permite 

evaluar las enzimas digestivas que se producen durante la digestión de alimentos, 

varios valores de pH y concentraciones biliares en tiempos variables con el fin de 

determinar la supervivencia de la cepa(s) bajo estudio (Latarjet y Ruiz-lizard, 

2008). 

Otros estudios de viabilidad de las bacterias probióticas se han realizado in 

vivo en intestino de cerdo. Sin embargo, debido a la complejidad de estos 

sistemas, algunas limitaciones tales como reproducibilidad y respetabilidad de 

resultado, el costo de cada prueba pueden impedir el uso de estos sistemas (Cook 

et al., 2012) 
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2.3.2 Estabilidad de las bacterias probióticas antes y durante su paso por el 

tracto gastrointestinal humano. 

La elevada acidez en el estómago y la alta concentración de componentes 

biliares en la porción proximal del intestino delgado son condiciones normales del 

tracto gastrointestinal (TGI) humano que por definición las bacterias probióticas 

deben de ser capaces de resistir. La estabilidad que exhiben las bacterias 

probióticas a éste ambiente hóstil está basada en las características individuales 

de su pared celular y/o en la capacidad que tiene de responder a condiciones de 

estrés, sintetizando una gran variedad de proteínas particulares, las cuales 

promueven el mantenimiento del pH interno, la translocación de las sales biliares, 

regular la presión osmótica de la célula, así como catalizar la hidrólisis de las sales 

biliares conjugadas, lo que les permite sobrevivir por un corto período en estado 

no proliferativo bajo estas condiciones, adherirse, y colonizar asegurando así su 

funcionalidad. Esta capacidad varía entre cada especie, y hasta el momento no se 

conoce un nivel mínimo de tolerancia requerido (Davis et al., 1986). 

En algunas ocasiones, la estabilidad de las bacterias probióticas se ve 

comprometida mucho antes de que éstas sean expuestas a las condiciones 

normales del TGI, ya que durante el procesamiento y almacenamiento de la matriz 

alimentaria por la cual son administrados, su estabilidad pueden ser afectadas por 

factores como la acidificación del producto, producción de peróxido de hidrógeno, 

limitada disponibilidad de nutrientes, presencia de oxígeno debido a la 

permeabilidad del envase, presión osmótica, temperatura de almacenamiento y 

posible interacción con otras especies microbianas (Mortazavian et al., 2008). 

Por tal motivo, en ocasiones es necesario proteger a las bacterias 

probióticas de tal manera que les dé estabilidad y les permita mantener su 

viabilidad durante su paso a través del TGI humano. 

2.4 Microencapsulación de microorganismos probióticos 

Una de las alternativas para mantener la viabilidad de los probióticos 

durante su paso por el tracto gastrointestinal, es a través de la microencapsulación 
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de las bacterias, es decir inmovilizarlas en una matriz protectora. La 

microcapsulación es un proceso en el que las células se retienen dentro de una 

matriz o membrana semipermeable, esférica, ligera, y resistente que rodea un 

centro sólido/líquido con un diámetro que varía entre micras y milímetros. En esta 

tecnología se emplean biopolímeros de calidad alimentaria como el alginato, el 

quitosano, la carboximetilcelulosa, la carregenina, la grenetina y la pectina 

principalmente (Krasaekoopt et al., 2003). 

2.4.1 Sobrevivencia de los probióticos microencápsulados bajo condiciones 

gastrointestinales 

Los probióticos durante su tránsito gastrointestinal deben de sobrevivir y 

llegar en concentraciones adecuadas de modo que sea viable y pueda ejercer su 

función en el sitio de acción deseado. Cuando un probiótico es microencápsulado 

se tiene que considerar la fisiología del tracto gastrointestinal, para el control de la 

liberación de las microcápsulas (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Condiciones prevalentes en el proceso gastrointestinal (Cook et al., 

2012). 

La mecánica de liberación de las bacterias microencápsuladas es 

accionada por la degradación, la desintegración o disolución de la formulación ya 

que las bacterias generalmente son grandes para difundirse desde dispositivos de 

suministro tradicionales. A lo largo del tracto GI hay varios métodos posibles para 
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la entrega, basada en el pH, el tiempo, las presiones peristálticas y la fermentación 

bacteriana (Cook et al., 2012). 

Después de la ingestión, un probiótico microencápsulados pasará 

rápidamente a través del esófago (teniendo alrededor 5 minutos) para llegar al 

estómago, punto en el que se espera la mayor pérdida de viabilidad de las 

bacterias debido a los niveles altos de ácido (Fortran et al., 1973, Kabak y Ozbey, 

2012).  

El pH, y el tiempo de tránsito a través del estómago varían generalmente 

entre los individuos, y depende de muchos factores, tales como el tipo de 

alimentación y la edad. Los valores de pH del estómago se encuentran dentro de 

1-2.5 dependiendo del tiempo de ayuno (Crook et al., 2012). El tiempo de vaciado 

gástrico es también muy variable y se describe con frecuencia entre 5 min y 2 h; 

sin embargo, el tiempo de vaciado gástrico medio se ha estimado usando pruebas 

de aliento alrededor de 80.5 min (McConnell et al., 2008). 

El vaciado del contenido gástrico es generalmente el resultado de la acción 

peristáltica conocido como el complejo de la migración mioeléctrica, mientras que 

el esfínter pilórico asegura la retención de contenidos grandes y suficientemente 

digeridos. Como resultado, las partículas más pequeñas se mantendrán durante 

un período de tiempo más corto. El estómago tiene una capacidad de fluido de 

hasta aproximadamente 1.5 L. pero por lo general contiene sólo 50 mL en un 

estado de ayuno. Además de ácido, el estómago también contiene pepsina, una 

enzima proteolítica, que degrada las proteínas. La pepsina es producido por la 

escisión auto-catalítica de su zimógeno precursor, pepsinógeno, y es activa al pH 

bajo del estómago (Crook et al., 2012). 

Las microcápsulas después del paso a través del estómago, transitan en el 

intestino delgado donde el tiempo de permanencia fluctúa de 3.2 ± 1.6 h, con un 

pH estimado que se encuentre en el intervalo de 6.15-7.35 en la región proximal, 

aumentando a pH 6.80-7.88 en el intestino delgado que las cápsulas alcanzan el 

intestino grueso en cuyo punto el pH disminuye ligeramente a pH 5.6-6.72 en el 

colon ascendente, y el pH 5.20-7.02 en el colon descendente. Como las 
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microcápsulas descienden por el tracto gastro intestinal, la cantidad relativa de 

líquido presente disminuirá a medida que el contenido se compactan en las heces. 

En el intestino grueso se encuentra una microbiota endógena de especies 

bacterianas que ofrecen la oportunidad para la liberación de la microcápsulas, 

estas especies bacterianas degradan el material de la microcápsula 

(polisacáridos) y permite la liberación de las bacterias probióticas (Crook et al., 

2012). 

2.4.2 Microencapsulación por el método de emulsión/gelificación interna 

La emulsificación es una técnica química que se usa para encapsular 

células probióticas vivas con el uso de hidrocoloides (algínato, carragenano y 

pectina) como materiales de encapsulación. La técnica para formar una emulsión 

es fácil, escalable y permite una alta tasa de supervivencia de las bacterias. Las 

cápsulas obtenidas tienen un diámetro pequeño, pero el principal inconveniente de 

este método es que proporciona una gama de gran tamaño y forma. El 

procedimiento de emulsión permite la producción de microcápsulas en el que 

tamaño específico dependerá de la variación de la velocidad de agitación y la 

relación agua/aceite. Las perlas de gel se puede introducir en una segunda 

solución de polímero para crear una capa de recubrimiento que proporciona una 

protección adicional a la célula o tal vez dar mejores propiedades organolépticas 

(Burgainet al., 2011). 

La gelificación iónica se basa en la liberación de ión calcio un complejo 

insoluble en una solución de alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por 

acidificación de un sistema aceite-ácido soluble, con participación en la fase 

acuosa del alginato (Songet al., 2013). De acuerdo con esta técnica, a la fase 

acuosa, generalmente formada por el alginato y el carbonato de calcio, se le 

adiciona la fase oleosa (aceite vegetal, Span80 y ácido acético) y se producen las 

siguientes reacciones: 

a) Difusión del ácido acético desde la fase oleosa a la acuosa 

CH3COOH(o) CH3COOH(a) 
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b) El hidrogenión es liberado del ácido acético a la fase acuosa 

CH3COOH → H+ + CH3COO 

c) El calcio es liberado por la reacción entre el hidrogenión y la sal insoluble 

de calcio 

d) El gel de alginato se forma gradualmente a través de la reacción entre el 

calcio y los residuos de los ácidos glucurónicos de la cadena, formándose 

la estructura que se conoce como “caja de huevos” (Figura 3) en la que, 

metafóricamente, los huevos serían los iones de calcio 
Alg- + Ca +2 → Ca (Alg)2 

 

Figura 3. Formación del gel alginato de calcio (Martin et al., 2009). 

El gel de alginato de calcio formado es permeable a moléculas solubles en 

agua, cuyos pesos moleculares sean menores a 5000 Dalton. Moléculas mayores 

también pueden difundir a través del gel, pero si el peso molecular excede los 

10,000 Dalton, la difusión no ocurre. La excepción a esto, la constituyen los 

lípidos, que permanecen en la matriz aun cuando sean de peso molecular bajo 

(Martin et al., 2009). 

2.4.3 Alginato como material encapsúlante 

El alginato es un polímero natural, polisacárido lineal no ramificado 

compuesto de proporciones de 1-4 enlazadas β- D -manurónico (M) y α- L 

gulurónico-(G) ácidos, que tiene la capacidad de formar un gel ligeramente cuando 
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se encuentra con algún catión divalentes tales como Ca+2 ( preferiblemente usado 

debido a la biocompatibilidad) y Ba+2. Es reconocido como un material 

generalmente seguro (GRAS, por sus siglas en ingles) por la FDA, y la ingesta 

diaria admisible es “no especificada”, que es la clasificación más alta posible para 

los aditivos alimentarios (Songet al., 2013). El alginato ha sido ampliamente 

utilizando como matriz para la microencapsulación de los probióticos durante 

varios años. Por otra parte, las propiedades mecánicas y fisicoquímicas del gel de 

alginato se puede mejorar utilizando polímeros tales como quitosano y poli-L-lisina 

(Yu et al., 2010). 

Los hidrogeles de alginato se utilizan ampliamente en la encapsulación de 

células y alginato de calcio se prefiere para la encapsulación de los probiótico 

debido a su sencillez, no toxicidad, biocompatibilidad y bajo costo. Sin embargo, 

algunas desventajas se atribuyen al uso de alginato. Por ejemplo, perlas de 

alginato son sensibles al ambiente ácido, que no es compatible para la resistencia 

de las micropartículas en las condiciones del estómago. Además, las 

micropartículas obtenidas son muy porosas, lo cual es un inconveniente cuando el 

objetivo es proteger las células de su entorno. Sin embargo, los defectos pueden 

ser compensados por la mezcla de alginatos con otros compuestos de polímero de 

recubrimiento, las cápsulas por otro compuesto o la aplicación de modificación 

estructural del alginato mediante el uso de diferentes aditivos (Mortazavianet al., 

2008).  

Por ejemplo, alginato mezclado con quitosano se usa comúnmente y se ha 

demostrado que este método da como resultado una mejora de la eficacia de 

encapsulación de probióticos (Burgain et al., 2011). 

2.4.4 Quitosano como material de revestimiento en las microcápsulas 

El quitosano, biopolímeros producto de la desacetilación de la quitina 

polisacárido que está ganando importancia en el campo de la alimentación y 

farmacéutica debido a su carácter único polimérico catiónico, buena 

biocompatibilidad, no toxicidad y biodegradabilidad. El quitosano puede ser aislado 
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de caparazones de crustáceos, cutículas de insectos y las membranas de hongos. 

Las propiedades del quitosano varían de acuerdo a su fuente de aislamiento. Los 

términos quitina y quitosano no se refieren a compuestos específicos, sino a dos 

tipos de copolímeros, que contiene los dos residuos de monómero anhidro- N -

acetil- D -glucosamina y anhidro- D -glucosamina, respectivamente. Con el fin de 

lograr una estabilidad suficiente, perlas de gel de quitosano y microesferas pueden 

ser reticuladas iónicamente con polifosfatos y alginato sódico (Anal y Singh, 2007).  

Este componente no ha mostrado una buena eficacia para aumentar la 

viabilidad celular mediante la encapsulación y se utilizan preferentemente como 

capa, pero no como una cápsula (Mortazavianet al., 2008). De hecho, la 

encapsulación de bacterias probióticas con alginato y un recubrimiento de 

quitosanó (Figura 2)  forman una matriz que ya no esta en condiciones porosas y 

no presenta sensibilidad a pH extremos proporcionando protección en condiciones 

simuladas de gastro y por lo tanto, es una buena manera de entrega de células 

bacterianas viables al tracto intestinal (Burgain et al., 2011). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

Los principales factores que influyen la viabilidad de los probióticos en 

condiciones del TGI son la matriz alimentaria,  las condiciones adversas del TGI 

generadas por la lisozima en la saliva, el pH muy bajo en el estómago, y las sales 

biliares y gastro-enzimas en el intestino delgado. Las técnicas de 

microencapsulación permiten la protección de diferentes principios activos, 

incluyendo microorganismos, que bajo tales condiciones sufren degradación y 

pérdida de sus propiedades benéficas para la salud. El alginato es un material 

adecuado para la microencapsulación por ser biocompatible, no tóxico y 

degradable. Al emplear sistemas mixtos poliméricos con quitosano para la 

formación de la matriz se mejoran las propiedades físico-químicas del sistema, se 

incrementa la eficiencia de encapsulación y rinde mayores tiempos en la liberación 

del principio activo. En este orden de ideas, es factible la posibilidad de combinar 

técnicas de microencapsulación incorporando sistemas mixtos poliméricos 

resultando en un producto final que permita proteger a los compuestos 

encapsulados de factores adversos mejorando así su estabilidad y 

biodisponibilidad. 
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IV. OBJETIVOS 

 

4.1 General 

Implementar un sistema mixto de matrices poliméricas para la 

microencapsulación de cepas probióticas y evaluar su eficacia para la protección 

de los cultivos bacterianos bajo condiciones gástricas simuladas en un sistema 

dinámico. 

4.2 Específicos 

 Determinar la capacidad de crecimiento y resistencia de bacterias 

probióticas libres a bajos valores de pH y seleccionar aquellas sensibles. 

 Caracterizar el sistema de matrices poliméricas por el método de emulsión 

para la obtención de microcápsulas 

 Obtener bacterias probióticas microcápsulas en una matriz de alginato-

quitosano. 

 Evaluar la eficacia de la microencapsulación para proteger la viabilidad de 

las bacterias probióticas bajo condiciones gástricas simuladas empleando 

un sistema dinámico. 
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V. Materiales y Métodos 

5.1 Cultivos bacterianos y condiciones de propagación 

Los 22 cultivos bacterianos utilizados en el presente estudio pertenecen al 

cepario de Química y Biotecnología de Productos Lácteos de la Coordinación de 

Tecnología de Alimentación de Origen animal (CTAOA) del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C). Algunas de las 

cepas fueron cedidas por colaboradores de diferentes Centros de Investigación, 

mientras que otras fueron aisladas de diferentes productos probióticos (Cuadro 3) 

siguiendo la metodología propuesta por Hernández-Mendoza et al., (2009). Todos 

los cultivos fueron almacenados a -80 ºC en glicerol (50 % v/v) hasta su uso. 

 

Cuadro 3.Cultivos probióticos empleados en el estudio 

Cepa Código Proveedor/Fuente 

B. longum R0175 B1-R0175 
Maramor chocolates 

TM
 

L. heveticus ROO52 Lc-ROO52 

L. fermentum NRRB-B1932 L. ferm 2 

Universidad de la Américas, Puebla.Lab. Dr. 
Aurelio López Malo 

L. rhamnosus ATCC 13075 L. rha 

L. rhamnosus NRRL B-442 L. rha 442 

L. casei NRRLB-1922 Lc-B1922 

L. plantarum NRRLB-4496 L. pla 4496 

L. acidophillus NRRLB-4495 La-B4495 

L. acidophillus ATCC 4796 L. ac 

L. casei DPC3968 Lc-3968 

L. reuteri NRRL-14171 Lr-14171 Unidad de Investigación y Desarrollo de 
Alimentos-ITV, Lab. Dr. Hugo García Galindo B. bifidum NCFB 2715 Bb-2715 

L. casei CRL431 Lc-CRL431 
Yogurt Albert Heijn® 

B. lactis Bb12 B1-BB12 

L. casei L30 Lc-L30 

Universidad de Wisconsin, Lab. Dr. JamesSteele 

L. casei L9 Lc-L9 

L. casei ATCC 334 Lc-334 

L. casei 12A Lc-12ª 

L. casei 21/1 Lc-21/1 

L. casei 7R1 Lc-7R1 

L. johnsonii ATCC 33200 L. jhon Swiss-typechees, USA 

L. casei Shirota Lc-shi Yakult
®
, Japan Inc. 
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Previo a cada experimento, las cepas fueron reactivadas en caldo MRS (de Man, 

Rogosa and Sharpe, BD-DifcoTM, Le Pont de Claix, Francia, pH 6.2) y propagadas 

mediante cuatro sub-cultivos rutinarios. Cada sub-cultivo involucró un inoculo del 

1% (v/v) con incubación a 37°C durante 48, 24, 18 y 12 h, respectivamente. 

 

5.2Evaluación de la capacidad de crecimiento de las bacterias probióticas 

libres a diferentes valores de pH 

 

 Las bacterias obtenidas a partir del último sub-cultivo (12 h) de 

propagación, fueron recuperadas por centrifugación (5000 rpm, 10 °C, 10 min) y 

suspendidas en 1 mL de una solución amortiguadora de fosfatos salinos (PBS, pH 

7) estériles. De ésta suspensión se tomó una alícuota (2%) y se inoculó en caldo 

MRS preparado a diferentes valores de pH (2, 3, 4, 6.2). Los cultivos fueron 

incubados durante 24 h a 37°C (Figura 4).Durante el periodo de incubación se 

determinó el crecimiento bacteriano por el método de vaciado en placa, tomando 

muestras a diferentes tiempos (0, 4, 24 h). Las placas fueron incubadas en 

anaerobiosis a una temperatura de 37°C durante 48 h. La cuenta viable se realizó 

por duplicado y todas las colonias visibles fueron contadas, los resultados fueron 

expresados como log10 UFC/mL. 

 

5.3Evaluación de la capacidad de resistencia de las bacterias probióticas 

libres a diferentes valores de pH 

A partir de los cultivos bacterianos suspendidos en PBS (ver sección 

anterior), se transfirió una alícuota (2%) a diferentes soluciones de PBS (7M) 

ajustadas a valores de pH (2, 3, 4, 7). Dichas soluciones fueron incubadas durante 

24 h a 37°C (Figura 5). La capacidad de resistencia fue determinada evaluando la 

cuenta viable en muestras tomadas a las 0, 4, 24 h. 
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Figura 4. Diagrama de flujo de la evaluación de crecimiento de los probióticos. 

 

 

Figura 5. Diagrama de flujo de la evaluación de la resistencia de los probióticos.  
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5.4 Microencapsulación de las bacterias probióticas por el método de 

emulsión/gelificación interna 

5.4.1 Preparación del cultivo 

Aquello cultivos que mostraron la menor capacidad para crecer y sobrevivir 

en condiciones de bajos valores de pH, fueron seleccionados para ser 

microencapsulados y evaluar su viabilidad bajo condiciones gastrointestinales 

simuladas. Para ello las cepas fueron propagadas mediante dos sub-cultivos en 

caldo MRS (pH 6.2) que involucraron un inoculo del 1%, incubación durante 18 y 

12 h, respectivamente, a una temperatura de 37°C. Las bacterias fueron 

recuperadas por centrifugación (5000 rpm, 10°C, 10 min), y el paquete celular 

obtenido fue resuspendido en 5 mL de PBS para obtener una concentración 

celular de 109 UFC/mL de cada cepa. 

5.4.2 Preparación del sistema de matrices poliméricas por el método de 

emulsión 

5.4.2.1 Preparación del alginato de sodio, de la mezcla alginato-bacteria y del 

quitosano 

La solución de alginato de sodio se preparó de acuerdo a la metodología 

propuesta por Chandramouli et al. (2004). En breve, 1.8 g de alginato de sodio 

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Estados Unidos de Norteamérica) fueron 

diluidos en agua destilada y aforados a un volumen de 100 mL. La solución 

preparada presentó un valor de pH de 6.9. Posteriormente, 0.5 g de quitosano 

(Sigma) fueron disueltos en 100 mL de una solución de ácido acético (Sigma) al 

0.25%. La solución final presentó un valor de pH de 5. Por otra parte, se preparó 

una solución (0.4 %) de CaCl2 (Sigma). Todas las soluciones fueron esterilizadas 

en autoclave (121 °C, 15 min) (Ding y Shah, 2009). 

Finalmente, las bacterias probióticas resuspendidas en 5 mL de PBS fueron 

incorporadas en los 100 mL alginato de sodio (Ding y Shah, 2009). 

5.4.2.2 Preparación de la emulsión y bacterias microencapsuladas 

Para preparar la emulsión, la mezcla de alginato-bacteria fue incorporada 

en 250 mL de aceite de girasol grado comestible (Liquids Chemical of México, S.A. 
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de C.V.) adicionado con 4mL de sorbitan monooleato (Span® 80, Sigma). La 

mezcla se agitó (700 rpm) con ayuda de un agitador magnético durante 15 min 

(Figura 6). Posteriormente, se adicionaron 5 mL de ácido acético glacial y se agitó 

por otros 15 min. Una vez trascurrido el periodo de agitación se adicionó 50 mL de 

la solución de CaCl2 y se mantuvo en agitación durante 30 minutos. Finalmente, la 

mezcla se dejó reposar hasta obtener una separación visual de las microcápsulas. 

Éstas fueron recuperadas por filtración y se lavaron (3 veces) con polisorbato 

(Tween®80, Sigma) y agua libre de iones (Figura 7) (Poncelet et al., 1992, Ding y 

Shah, 2009, Chandramouli et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.Preparación de la emulsión 

 

 

  Figura 7. Filtración y lavado de las microcápsulas en condiciones asépticas. 
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5.4.2.3 Recubrimiento con quitosano 

 

Las microcápsulas obtenidas en la sección anterior fueron sumergidas en 

una solución de quitosano al 0.5% y mantenidas en agitación durante 30 minutos. 

Posteriormente, las microcápsulas recubiertas con quitosano fueron filtradas y 

lavadas con agua libre de iones. Finalmente, fueron depositadas sobre papel filtro 

(Whatman™, GE Healthcare, Amersham Inglaterra Ltd.)Y almacenadas en 

condiciones estériles a temperatura ambiente (25°C) durante 24 h para eliminar 

cualquier resto de humedad (Junzhan et al., 2008). 

 

5.5 Recuento de bacterias microencapsuladas 

Para determinar la concentración de bacterias viables atrapadas en las 

microcápsulas se empleó la metodología propuesta por Chandramouli et al. (2004) 

y Chavarri et al. (2010), con algunas modificaciones. En breve, 1g de cápsulas se 

resuspendieron en 10 mL desolución amortiguadora de citrato de sodio (0.1M, 

pH7, Sigma) estéril. La solución fue incubada durante 1 h a 37°C. Posteriormente, 

ésta fue homogenizada mediante agitación mecánica (Seward Ltd 

STOMACHER®80 biomaster, Alemania) a una velocidad de 300 rpm durante 15 

min (Figura 8). Una vez transcurrido el periodo de agitación, muestras de 1 mL 

fueron diluidas en agua peptonada estéril con posteriores diluciones seriadas. 

Alícuotas de 1 mL fueron plaqueadas por el método descrito en la sección 5.2. 

 

 

 

 

Figura 8. Homogenización de las microcápsulas 
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5.6 Evaluación de la sobrevivencia de bacterias probióticas libres y 

microencápsuladas durante un proceso gastrointestinal dinámico simulado 

 Todos los reactivos empleados para este ensayo fueron adquiridos en 

Sigma. El sistema gastrointestinal dinámico de tres compartimentos (Figura 9 y 10) 

empleado en este estudio fue similar al propuesto por Kabak y Ozbey (2012). Las 

bacterias probióticas libres fueron propagadas y obtenidas (109 UFC/mL) de 

acuerdo a las metodologías citadas en las secciones 5.1 y 5.2, respectivamente; 

mientras que las bacterias microencápsuladas fueron preparadas de acuerdo a la 

metodología previamente citada en las sección 5.4.2.2y 5.4.2.3. Las soluciones 

gastrointestinales fueron preparadas de acuerdo a la metodología propuesta por 

Fernández de Palencia et al., (2008). 

Las células libres, así como las células microencápsuladas fueron 

resuspendidas en 6 mL de saliva simulada (Figura 9 y 10, respectivamente) 

compuesta por una solución electrolítica estéril [6.2 g/L de NaCl, 2.2 g/L de KCl, 

0.22 g/L de CaCl2 y 1.2 g/L de NaHCO3, (w/v)] ajustada a pH 6.2, con 1 M de 

NaHCO3, y adicionada con lisozima (concentración final de 0.01 % w/v). Las 

mezclas fueron incubadas por 5 min a 37 °C con agitación (85 rpm). 

Una vez transcurrido el periodo de incubación, las muestras fueron 

sometidas al entorno gástrico simulado. Para ello, 12 mL de solución electrolítica 

estéril (pH 5) añadida con 0.3 % (p/v) de pepsina se incorporó en las 

suspensiones de saliva simulada. El pH inicial se disminuyó con HCl 1 M hasta 

alcanzar un valor de 2.5. Las mezclas fueron incubadas por 120 min a 37 °C con 

agitación (85 rpm) (Figura 10). 

Al finalizar el periodo de incubación, las células fueron sometidas a las 

condiciones intestinales simuladas (Figura 9-11).Para ello, las muestras fueron 

ajustadas a pH 6.5 con NaHCO31 M. Inmediatamente después, se mezclaron con 

12 mL de una solución electrolítica estéril (5 g/L de NaCl, 0.6 g/L de KCl y 0.3 g/L 

de CaCl2), añadida con 0.45 % (p/v) de sales biliares y 0.1 % (p/v) de pancreatina. 

Después de 120 min de incubación a 37 °C con agitación (85 rpm), las células 

libres y microencápsuladas fueron recuperadas por centrifugación y se estimó la 
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supervivencia bacteriana de acuerdo a los procedimientos descritos en las 

secciones 5.2 y 5.5, respectivamente.  

 

Por otra parte, la morfología de las microcápsulas, antes y después de su 

paso por el sistema gástrico simulado, fueron determinadas mediante imágenes 

(n=10) adquiridas con una cámara digital monocromática de 5 megapíxeles (Carl 

Zeiss, Göttingen, Alemania) acoplada a un microscopio óptico 

ModularAxioScope.A1 (Carl Zeiss). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diagrama de las condiciones gastro-intestinales simuladas empleadas en el 

sistema dinámico in vitro para bacterias libres (Kabak y Ozbey, 2012). 
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Figura 10. Incubación de las BAL libres y microencapsuladas en el proceso de 

SGI. 

 

Figura 11. Diagrama de las condiciones gastrointestinales simuladas empleadas en 

sistema dinámico in vitro para bacterias microencapsuladas (Kabak y Ozbey, 2012).  
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VI. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis consistió en una distribución de probabilidad por medio de una “t de 

student”. Se aplicó el análisis a los datos obtenidos a partir del ensayo del modelo 

gastrointestinal simulado. Se calculó el porcentaje de pérdida de viabilidad para 

dos muestras diferentes suponiendo varianzas desiguales a un 95% de confianza. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Evaluación de la capacidad de crecimientos y de resistencia de las 

bacterias probióticas libres a diferentes valores de pH 

 

Una de las principales propiedades que una bacteria probiótica debe poseer 

es la tolerancia a condiciones ácidas y a los cambios drásticos de pH (Amores et 

al., 2004). Diferentes autores han reportado que el comportamiento ante estas 

condiciones es cepa-dependiente, es decir, que depende los mecanismos de cada 

cepa para mantener el pH interno, a saber: respuesta homeostática, respuesta de 

tolerancia al ácido y la síntesis de proteínas de „shock‟ acídico (Zhang et al., 

2012). Por lo anterior, la evaluación del crecimiento y resistencia de las cepas 

probióticas se realizó con el objetivo de seleccionar aquellas con mayor 

sensibilidad para sobrevivir y crecer en diferentes valores de pH. Como resultado 

de los respectivos ensayos se observan en los siguientes gráficos: 

 

Grafico 1. Evaluación del crecimiento (a, c) y resistencia (b, d), de las cepas Lc- 

21/1 y Lc-ROO52, respectivamente, bajo diferentes valores de pH. 
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Grafico 2. Evaluación del crecimiento (a, c, e, g) y resistencia (b, d, f, h), de las 

cepasL.30, Lc-L9, L.r14171, y Lc-7R1, respectivamente, bajo diferentes valores de 

pH.  
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Grafico 3. Evaluación del crecimiento (a, c, e, g) y resistencia (b, d, f, h), de las 

cepas, B1-RO175, L. rha, L. jhon, y L. pla 4496, respectivamente, bajo diferentes 

valores de pH. 
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Grafico 4. Evaluación del crecimiento (a, c, e, g) y resistencia (b, d, f, h), de las 

cepas Lc-L3968, L. ferm2, Bb-2715 y Lc-12A, respectivamente, bajo diferentes 

valores de pH. 
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Grafico 5. Evaluación del crecimiento (a c, e, g) y resistencia (b, d, f, h), de las 

cepas, Lc-CRL431, Lc-B1922, Lc-shi y L. rha 442, respectivamente, bajo 

diferentes valores de pH. 
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Grafico 6. Evaluación del crecimiento (a, c, e, g) y resistencia (b, d, f, h), de las 

cepas L. 30, La-B4495, L.ac y L. B1-B12, respectivamente, bajo diferentes valores 

de pH. 
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Como resultado de esta evaluación se revela que todas  las cepas crecieron  

y resistieron de manera variable (Grafica 1-6). El 68 %  de las cepas demostraron 

tener mayor capacidad de crecimiento y/o resistencia (arriba de 6 ciclos 

logaritmos) a los valores  de pH  sometidos, es decir, las cepas se consideran 

tolerantes a condiciones acidas, propiedad deseable para cualquier cepa 

probiótica, característica que favorece su sobrevivencia durante los tratamientos 

tecnológicos y su paso atravez del tracto gastrointestinal (FAO/OMS, 2002). 

Maragkoudakis et al. (2006) encontraron que la cepa L- rhamnosus ACA-DC 112 

presentó un porcentaje de sobrevivencia del 80% cuando fue inoculado en medio 

de cultivo ajustado a pH 2, después de 2 h, del mismo modo Bao et al. (2010) 

reporto 11 cepas de Lactobacillus fermentum con alta tolerancia a la acidez 

gástrica con porcentajes de sobrevivencia del 80% luego de 3 h de incubación a 

pH 2.5. Las cepas que cumplen con los criterios de la FAO/OMS no fueron 

consideradas para los posteriores ensayos ya que en este estudio se busca cepas  

que su capacidad de crecimiento se ha de bajo de 6 ciclos logarítmicos y sensibles 

a condiciones a pH bajos. 

  Las cepas L. reuteri NRRL 14171 (Grafica 2a-b), B. longum R0175, , L. 

rhamnosus ATCC 13075 , L. plantarum NRRLB-4496 (Grafico 3a-d, g-h) y L. 

fermentum NRRB-B1932 (Grafico 4c-d),  revelaron tener capacidad de crecimiento 

a las 24 horas a pH 4-6.2, se cree que  su sobrevivencia se debe a que  fueron 

inoculadas en un medio de cultivo donde se encuentran nutrientes que ayudan a 

su sobrevivencia, aun con los pH  ajustados a valores bajos, pero dichas cepas al 

ser inoculadas en diferentes soluciones amortiguadoras de fosfato salino (PBS, pH 

2, 3, 4, 7), revelan que no presenta la capacidad de sobrevivir en ninguna de las 

condiciones sometidas. Se desconoce con exactitud la razón por la cual algunas 

bacterias son más sensibles a valores de pH bajo que otras. Se ha reportado que 

el pH del medio puede influir sobre la expresión de genes y regular el transporte 

de protones, la degradación de los aminoácidos, y la adaptación a condiciones 

acidas o básicas. Las células perciben los cambios del pH ambiente a través de 

diferentes mecanismos. La protonacíón y desprotonación de los aminoácidos 

inducida por el pH, puede alterar la estructura proteínica secundaria y por lo tanto 
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la función que señala el cambio. La célula puede responder sólo a una de las 

formas de las moléculas de señal. Por ejemplo, los ácidos orgánicos atraviesan la 

membrana citoplasmática solamente en la forma protonada y un aumento de la 

concentración intracelular indicaría un incremento en la acidez ambiental. El 

gradiente de protones a través de la membrana puede servir, por sí mismo, como 

un sensor para ajustar los procesos dependientes de la energía, cuando los 

mecanismos de cada cepa, para mantener el pH interno cuando se ven 

sobrepasados o no funcionan eficientemente, la viabilidad de la bacteria puede ser 

comprometida (Carrillo, 2003). 

La cepa L. rhamnosus NRRL B-442 al igual que las cepas antes dichas 

demostró ser sensible a la presencia de condiciones acidas,  como antes se 

menciono el comportamiento ante condiciones acidas es cepa-dependiente 

(Zhang et al., 2012),  se resalta esto por  que dicha cepa mostro nula capacidad 

de resistir a los horarios de exposición a los diferentes pH evaluados tanto en la 

prueba de crecimiento y resistencia (Grafico 6g-h). 

Por lo anterior de las 22 cepas probióticas evaluadas en cuanto su 

crecimiento y resistencia, en función de su sensibilidad, seis cepas (L. fermentum 

NRRB-B1932, L. rhamnosus ATCC 13075 y NRRL B-442, L. reuteri NRRL 14171, 

B. longum R0175 y L. plantarum NRRLB-4496) fueron pre-seleccionadas  por su 

comportamiento a ser candidatas para microencápsularlas y probar su resistencia 

en condiciones gastrointestinales invitro. 

7.2 Microencapsulación por método de emulsión 

 

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo demostraron que no es 

factible microencapsular a todas las bacterias por este método, ya que algunas de 

ellas mostraron perdida de viabilidad durante etapas específicas del proceso 

(Grafico 7). 



 

51 
 

 

Grafico 7.Perdida de viabilidad de las bacterias probióticas durante el proceso de 

microencapsulación. 

Se ha reportado que los reactivos y la serie de operaciones a las cual son 

sometidas las bacterias durante el proceso de microencapsulación pueden tener 

efectos adversos en la viabilidad celular de forma cepa-dependiente (Ramos et al., 

2013). En este respecto, Song et al. (2013) Realizaron un estudio sobre el efecto 

de la técnica de microencapsulación (emulsión/gelificación externa, 

emulsión/gelificación interna) sobre la viabilidad de células probióticas de levadura 

(Y235).Los resultados del estudio demostraron que ambas técnicas afectan la 

viabilidad celular; sin embargo, durante el proceso de cultivo celular, la técnica de 

emulsión/gelificación interna las microcápsulas presentaron mayor crecimiento 

celular y la menor pérdida de células. Se considera que el principal factor que 

provoca la pérdida de la viabilidad celular en la técnica de emulsión/gelificación 

interna, puede ser el uso del ácido acético ya que este baja el pH de la emulsión y 

afecta la pared de la célula bacteriana. Otros parámetros del proceso, tales como 
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velocidad de la agitación, la concentración del emulsificante, y la relación W/O, se 

considera que no tienen efecto sobre la viabilidad de las bacterias (Yuet al., 2009).  

Estos hallazgos coinciden con los resultados obtenidos en este estudio, 

donde se observó perdida de la viabilidad de las cepas L. ferm2, L. rha, L. rha 442 

y L. pla 4496 después de la adición de ácido acético (Grafico 7). La cepa L. r14171 

y B1-RO175 fueron las dos únicas que mostraron recuentos después del paso de 

liberación de las microcápsulas, siendo la cepa L. r14171 aquella que presentó la 

menor perdida de viabilidad (ca. 2 ciclos logarítmicos), manteniendo una 

concentración celular de L. r14171 dentro del rango sugerido (106-109 UFC/mL) 

para que pueda ejercer un efecto a la salud después de su administración 

(Talwalkaret al., 2004). Es por ello que dicha cepa fue seleccionada para 

someterla en condiciones gastrointestinales in vitro libre y microencápsulada. 

7.3Sobrevivencia de L. reuteri NRRL 14171libre y microencápsulada después 

de su paso por el Tracto Gastrointestinal (TGI) simulado. 

A pesar de que solo se seleccionó a L. r14171 para el siguiente ensayo, también 

se evaluó el efecto de las condiciones del TGI sobre la viabilidad de las bacterias 

libres de L. ferm2, L. rha, L. rha 442 yL.pla 4496 (Grafico 8). 

 

Grafico 8.Viabilidad de las bacterias libres después de haber sido sometidas al 

sistema gastrointestinal simulado. 
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Los datos obtenidos a partir del ensayo evidenciaron una disminución (4-4.7 

ciclos logarítmicos) de la viabilidad de todas las cepas al final de su paso por el 

TGI. Estos resultados podrían estar asociados a factores como el tiempo de 

residencia bajo condiciones de baja acidez y a la presencia de las sales biliares. 

En este sentido, algunos reportes han indicado diferencias entre cepas respecto a 

su viabilidad en ambientes con estas condiciones (Le Vay, 1998). En un estudio 

realizado con 6 cepas de L. rhamnosus sometidas a condiciones 

gastrointestinales, se observó una reducción significativa en la concentración 

celular con respecto al número de bacterias al final del proceso digestivo. Los 

autores del estudio sugirieron que los factores principales que afectaron la 

viabilidad fue el pH inicial del estómago y su disminución durante el sistema 

digestivo (Pitino et al., 2011). Adicionalmente, se ha reportado que la exposición a 

los ácidos biliares puede generar trastornos en la homeostasis celular, provocando 

la disociación de la bicapa de lípidos y las proteínas integrales de las membranas 

bacterianas, dando lugar a fugas del contenido citoplasmático, y en última 

instancia la muerte bacteriana. Como el estrés biliar tiene lugar después del estrés 

del pH, se ha postulado que estos factores tienen un efecto separado pero aditivo 

sobre la viabilidad de las bacterias (Sahadeva et al., 2011). 

Por otra parte, para determinar la posibilidad de que la cepa L.r14171, 

sobreviviera su paso a través del TGI después de su administración oral, las 

células libre y microencápsuladas fueron sometidas con una concentración inicial 

de 106 UFC/mL a un sistema gastrointestinal simulado. El porcentaje de pérdida 

de viabilidad se muestra en la Grafico 9. Se observó una disminución significativa 

(p≤0.05) cuando la bacteria fue sometida en forma libre (44.68%) que cuando fue 

sometida en forma microencápsulada (26.24 %). 
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Grafico 9.Porcentaje de perdida que exibióL.r14171libre y microencápsulada 

sometidas a un sistema gastrointestinal simulado. 

 

A pesar de que aun en el caso de las bacterias microencapsuladas se observó 

reducción de la viabilidad. Estas permanecieron viables en concentraciones de 

106UFC/mL, lo cual demostró que las bacterias fueron protegidas. El alginato, 

aunque es adecuado para le microencapsulación de bacterias por sus condiciones 

suaves de gelificación, éste es degradado por las condiciones de acidez presentes 

en el estómago, es por ello que se revistió con quitosano, ya que el quitosano es 

un polímero que presenta un rigidez alta dependiendo del sistema disolvente (Li et 

al., 2011). En este respecto existen estudios donde se ha demostrado la alta 

sobrevivencia de células cuando son revestidas con quitosano (Krasaekoopt et al., 

2004). En estudios realizados por Cook et al. (2011, 2012) se obtuvieron 

microcápsulas de alginato, las cuales fueron revestidas con quitosano (1%). Los 

resultados demostraron que se mejoró la viabilidad gastrointestinal de 

Bifidobacterium breve con niveles de supervivencia de varios órdenes de magnitud 

mayor que alginato solo.  

La protección ejercida por las microesferas de alginato puede deberse a que el 

revestimiento de quitosano proporciona protección en solución de sales biliares 
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debido a una reacción de intercambio iónico que se lleva a cabo cuando las 

microesferas absorben las sales biliares. Por lo tanto, la difusión de éstas en las 

microesferas puede ser limitada (Chávarri et al., 2010). 

Los cambios morfológicos que presentaron las microcápsulas después de su 

paso por el TGI simulado fueron registrados. Las imágenes (Figura 21) mostraron  

que aunque la integridad de las microcápsula se vio comprometida, la viabilidad se 

mantuvo en valores aceptables lo que sugiere que las bacterias se encontraban 

inmersas en el centro de las capsulas más que en la zona superficial. 

La morfología de las microcápsulas mostró la formación de grietas en la 

superficie de las microcápsulas las cuales pueden ser debido al estrés mecánico 

asociado al movimiento peristáltico simulado y a la consecuente penetración del 

medio de disolución en las microcápsulas originando la pérdida de estabilidad del 

polímero y liberación de las bacterias. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Cambios morfológicos de las microcápsulas antes (a) y después (b) 

de su paso por el sistema gastrointestinal simulado. 
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

Se concluye que las bacterias ácido lácticas probióticas evaluadas en este trabajo 

pueden ser afectadas de forma cepa-dependiente en su capacidad de crecimiento 

y de resistencia cuando son sometidas a condiciones de estrés prevalentes en el 

sistema gastrointestinal.  

El efecto puede ser reducido mediante la microencapsulación con un sistema 

mixto de matrices poliméricas, aunque cabe señalar que este sistema no es 

apropiado para todas las cepas ya que algunas son sensibles a los componentes 

de microencapsulación. 

La microencapsulación de emulsión/interna es un método que solo puede ser 

aplicado a cepas que no se han sensibles a los componentes utilizados durante el 

proceso, en lo específico por los resultados obtenidos en este trabajo la cepa L. 

r14171 se logro su encapsulación con alginato-quitosano exitosamente, 

demostrando su viabilidad durante el TGI y manteniendo al final de la trayectoria 

una concentración de 106 UFC/mL. 
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