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RESUMEN

La microencapsulacion se ha desarrollado como una forma de proteger a las
bacterias, compuestos quimicos y alimentos de los factores ambientales adversos,
utilizando diversos materiales (matrices). El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la capacidad de la zeina extraida a partir de un subproducto de la molienda del maiz,
para ser utilizado como encapsulante en microorganismos probiéticos. Se realizé la
extraccion secuencial de proteinas a partir de un subproducto de molienda del maiz
para obtener prolamina (zeina). Posteriormente, se formaron dos tipos de
microcapsulas por el método de emulsién/gelificaciébn externa. El primer tipo de
capsulas se realiz6 con una mezcla de alginato y probiéticos (Lactobacillus casei
Shirota), el segundo tipo de microcapsulas se realiz6 con la mezcla de alginato de
sodio-zeina mas los probidticos, usando alginato de sodio (1.5 % (p/v)) y Cloruro de
Calcio (0.05 M). Para el proceso de emulsidn/gelificacion externa de las
microcapsulas se emplearon distintas velocidades, 2800 rpm y 4000 rpm en un
homogeneizador. La eficiencia de microencapsulamiento se evalu6 mediante
recuento en agar MRS con incubacion a 30 °C por 48-72 h. Se realizé un analisis de
varianza para verificar si hay diferencias entre la eficiencia de encapsulamiento con
y sin zeina a distintas velocidades durante la formacion de la emulsién. No existen
diferencias significativas entre la eficiencia de encapsulamiento al emplear alginato o

la combinacion alginato y zeina a 2800 rpm o 4000 rpm.

[xv]



1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas pertenecen al grupo de las bacterias Gram positivas,
comparten caracteristicas morfolégicas, metabolicas y fisiolégicas. Todas las BAL
fermentan diversos azucares, produciendo &cido lactico en cantidades
suficientemente elevadas como para inhibir a otros microorganismos. Son inocuas
para la especie humana y, ademas, sus productos metabdlicos tienen un sabor
agradable. Estas propiedades permiten utilizar las BAL para preparar y conservar
alimentos (Ingraham e Ingraham, 1998), y es por ello que son de importancia
econdmica en la industria alimentaria (Stiles y Holzapfel, 1997). Algunas BAL son
ademas consideradas probiéticos por la amplia variedad de beneficios que
proporcionan gracias a que contribuyen en la reduccion de pH en el intestino y
producen algunas enzimas digestivas y vitaminas. También producen sustancias
antibacterianas como acidos organicos, bacteriocinas, peroxido de hidrégeno,

diacetilo, diacetaldehido y otras sustancias (Parra, 2010).

Por lo anterior, los efectos beneficiosos de los probidticos en la salud y la nutricion
humanas son cada vez mas reconocidos por los profesionales de la salud. En la
dltima década, recientes investigaciones cientificas sobre las propiedades y
funcionalidad de microorganismos vivos en los alimentos han sugerido que los
probidticos juegan un papel importante en el sistema inmunitario, digestion y
respiracion, y que podrian tener un efecto significativo en el alivio de enfermedades
infecciosas en los nifios y otros grupos de alto riesgo (FAO /WHO, 2006).

La Organizacibn Mundial de Gastroenterologia (OMGE) (2008) sefiala que los
probidticos estan destinados a ayudar a la microbiota intestinal que se aloja en el
organismo naturalmente, y que para que los probioticos ejerzan su accion deben
llegar vivos al intestino. Asi, cobra relevancia la encapsulacibn como método de

proteccion y mantenimiento de los microorganismos probioticos.

La encapsulacion se ha desarrollado como una forma de proteger a las bacterias
contra factores ambientales adversos (Anal y Singh, 2007; Champagne y Fustier,

2007; Weinbreck et al., 2010). El objetivo de la encapsulacion es crear un micro-

S
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entorno en el que las bacterias sobrevivan durante el procesamiento,
almacenamiento y puedan ser liberadas en el sitio apropiado en el tracto digestivo
(Anal y Singh, 2007; Weinbreck et al., 2010).

Se han utilizado diversos materiales (matrices) para microencapsular, los mas
empleados suelen ser alginato de sodio, almidon, mezcla de gelatinas, gomas como
xantana, algarrobo, k-carragenina, proteinas de suero de leche, maltodextrinas o

mezclas.

La zeina ofrece varias ventajas potenciales como ser materia prima para peliculas,
recubrimientos y aplicaciones de plastico. Es biodegradable, y es una de las pocas
proteinas de cereales extraidas en una forma relativamente pura (Lawton, 2002).
Por las caracteristicas que presenta, la zeina puede ser empleada como
encapsulante de microorganismos probidticos ya que es resistente a ataques
microbianos, es insoluble en agua, tiene propiedades antioxidantes y gran capacidad

de adhesion.

(2]



2. ANTECEDENTES

2.1 Bacterias acido lacticas

El concepto de BAL como un grupo de microorganismos se desarrollo a principios de
1990, precedido por cientificos pioneros y técnicas desarrolladas en la segunda
mitad del siglo XIX. Las interacciones de las BAL desperto el interés de cientificos y
resulté en la significativa contribucion de la fermentacion acido lactica de Pasteur en
1857, seguido del primer aislamiento de Bifidobacterium lactis de un cultivo puro por
Lister en 1873 (Wéahren, 1990; Stiles, y Holzapfel, 1997). Las BAL son bacterias
Gram positivas. Tienen una pared celular muy gruesa, son inmaoviles y no producen

endosporas (Mestres, 2004), ademas son microaerdfilas (Perry et al., 2002).

Las BAL generalmente se restingen a los géneros Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Vandamme et al., 1996).

En general, las BAL son apreciadas como microorganismos responsables de la
elaboracion de productos fermentados como bebidas alcohdlicas, ensilados,
levaduras para la produccién de cerveza, vinos (Parra, 2010; Almanza y Barrera,
1991), queso, mantequilla, yogurt y embutidos (Parra, 2010; Hugenholtz, 2008;
Arribas y Polo, 2008), porque contribuyen en el sabor y textura e inhiben el
crecimiento de otras bacterias por la produccion de bacteriocinas y acido lactico
(Vandamme et al., 1996). Sin embargo, también pueden convertirse en flora de
deterioro principalmente en productos envasados al vacio y envasado en atmosfera

protegida (MAP) debido a su caracter psicrétrofo.

Las BAL necesitan fermentar carbohidratos para crecer, convierten la glucosa
fundamentalmente a acido lactico (homofermentativas); o acido lactico, CO,, etanol
o cuerpos cetonicos (heterofermentativas) (Vandamme et al., 1996). En general, las
BAL tienen ambos mecanismos de transporte, pero la importancia relativa de cada

uno de ellos es muy variable, la caracteristica esencial del metabolismo es la
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eficiente fermentacion de hidratos de carbono y compuestos relacionados, acoplado
al nivel de fosforilacion de sustrato (Axelsson, 1998).

Dependiendo del tipo de metabolismo, las BAL se han subdividido en:
homofermentativas obligadas, heterofermentativas obligadas y heterofermentativas
facultativas (Vandamme et al., 1996), para cada una de las rutas catalizadas existen
distintas enzimas. La energia liberada durante la transformacion de moléculas mas
complejas en otras mas sencillas de ATP es empleada por las bacterias para su
desarrollo (Mestres, 20041), y en general se utiliza para los propésitos biosintéticos
subsecuentes (Axelsson, 1998).

2.2 Fermentacion lactica homofermentativa obligada

La glicolisis o ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (Figura 1) es usada por las BAL
(con excepcién de Leuconostoc, el grupo de Lactobacillus Ill, Oenococcus y
Weissella) es caracterizada por la formacion de fructosa-1,6-difosfato (FDP), que es
dividida por FDP aldolasa en dihidroxiacetona-fosfato (DHPA) y gliceradehido-3-
fosfato (GAP). GAP y DHPA (via GAP) entonces es convertida a piruvato en una
secuencia metabdlica incluyendo el nivel de fosforilacion en dos sitios. Bajo
condiciones normales, donde hay exceso de glucosa y el nivel de oxigeno es
limitado, el piruvato es reducido a &cido lactico por NAD" que depende de lactato
deshidrogenasa (nLDH), de este modo se lleva a cabo la reoxidacion de NADH
durante las primeras etapas de la glicdlisis. El balance redox es obtenido de este
modo, el 4cido lactico es virtualmente el Unico producto terminal (Axelsson, 1998).

No pueden usar pentosas o gluconato (Vandamme et al., 1996) y las enzimas clave

que regulan este proceso son:

¢ Aldolasas responsables del paso de las hexosas difosfato a gliceraldehido-3P.

e Piruvatocinasa (PK), esencial para la formacion del piruvato.

(4]
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e Lactato deshidrogenasa (LDH), que cataliza el paso de piruvato a acido
lactico.

El metabolismo homofermentativo se puede resumir en la siguiente reaccion:
Lactosa + 4H3PO,4 + 4 ADP - 4 Acido lactico + 4 ATP + 3H,0

Glucosa

ATP
Glucocinasa <

ADP

Glucosa 6-fosfato

Fosfoglucoisomerasa l

Fructosa 6-fosfato

ATP
Fosfofructocinasa
ADP

Fructosa 1,6-difosfato

Fructosa -1,6-difosfato aldolasa ‘

[ A

Triosafosfatoisamerasa
|-

Gliceraldehido 3-fosfato < > Dihidroxiacetona fosfato
N Gliceraldehido-3-fosfato
lC NAD deshidrogenasa
NADH
2 1,3-Difosfoglicerato ]
5P Ganancia neta 2 ATP, 2
Fosfoglicerato cinasa < lactatos por molécula de
il ATP glucosa fermentada.

2,3-Fosfoglicerato

Fosfoglicerato mutasa l

2,2-Fosfoglicerato

Enol
nolasa l H,0

2 Fosfoenolpiruvato

ADP
Piruvato cinasa i‘

ATP
2 Piruvato Figura 1. Via homofermentativa de la glucosa por
l< NAPH BAL. (Adaptada de Axelsson, 2004; Mora-Pefaflor y

NAD*

Garcia-Guerrero, 2007).

2 Lactato
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2.3 Fermentaciodn lactica heterofermentativa obligada

Las BAL heterofermentativas obligadas fermentan hexosas a acido lactico, acido
acético, etanol y CO;, por la via del fosfogluconato (Figura 2). Las pentosas son
fermentadas a &cido lactico y &cido acético. En general, la pentosa fosfocetolasa
involucra ambas vias (Via EMP y de las pentosa fosfato) (Vandamme et al., 1996).
De acuerdo a Hammes y Vogel en 1995, un total de 22 especies de Lactobacillus se
distribuyen en dos ramas filogenéticas: 16 especies han sido asignados al grupo
(BAL heterofermentativas obligadas de la rama Leuconostoc), 5 de las cuales han
sido recientemente transferidas al género Weisella (Collins et al., 1993, Vandamme
et al, 1996, Axelsson, 1998) incluye a Leuconostoc, Lactobacillus grupo I,
Oenococcus y Weissella.

Las BAL homofermentativas poseen las enzimas aldolasa y hexaisomerasa, pero
carecen de fosfocetolasa; por lo que solo pueden fermentar azicares mediante la
via EMP. Por otra parte, las BAL heterofermentativas, tienen fosfocetolasa pero no
poseen ni aldolasa ni hexaisomerasa y, en lugar de degradar la glucosa por via
EMP, utilizan la via 6-fosfogluconato o via de las pentosas (Axelsson, 2004).

(6]



Glucosa

ATP
Glucosinas (
ADP

Glucosa 6-fosfato

l < NAD*
NADH

6-Fosfogluconato

NAD*
6-Fosfogluconato deshidrogenasa (
Co, ; NADH

Ribulosa fosfato-3-epimerasa

PENTOSAS [—*

Fosfocetolasa

v

Ribulosa 5-fosfato

A 4

Xilulosa 5-fosfato

.

Ganancia neta

1 ATP (1 lactato + 1 etanol
+ 1 CO2) por molécula de
glucosa fermentada.

Productos minoritarios
(acetato, formato, glicerol) a
partir de rutas alternativas.

\ 4

Gliceraldehido 3-fosfato

+

elC.

Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa

1,3-difosfoglicerato

l ADP
< ATP

Fosfoglicerato cinasa

3-fosfoglicerato

l Fosfoglicerato mutasa

2-fosfoglicerato

l Enolasa

Fosfoenolpiruvato

Piruvato cinasa

e

Piruvato

\ 4

Acetil-fosfato

CoA
Py

Acetil-CoA

NADH
CoA Ol‘
NAD"

Acetaldehido

l g NADH
NAD"

Etanol

NADH

7

>

Lactato

Lactato deshidrogenasa

Figura 2. Via heterofermentativa de la glucosa de BAL heterofermentativas.

(Adaptada de Axelsson, 2004; Mora-Pefaflor y Garcia-Guerrero, 2007).
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2.4 Fermentacion lactica heterofermentativa facultativa

Axelsson (1998) sefiala que el grupo Il de Lactobacillus, y varias especies de
Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus Yy
Vaganococcus son BAL heterofermentativas facultativas. La fermentacion de
hexosas es casi exclusivamente a &cido lactico por la via de Embden-Meyerhof-
Parnas o bien a acido lactico, acido acético, etanol y acido férmico en bajas
concentraciones de glucosa (Vandamme et al., 1996). Poseen una FDP aldolasa
constitutiva, resultado de la glicdlisis por la fermentacion de hexosas (Axelsson,
1998).

Las bacterias lacticas heterofermentativas facultativas no pueden fermentar la
lactosa por la via glicolitica. La presencia de glucosa -6-P deshidrogenasa y de
fosfocetalasa, permite el metabolismo por la ruta del 6-P gluconato. La fosfocetolasa
hidroliza el 6-P- gluconato a CO, y pentosa-5-P, que a su vez se convierte en

gliceraldehido-3-P y acetil-3-P.

El gliceraldehido-3-P se incorpora entonces a la via glicolitica y el acetil-3-P es

hidrolizado a etanol, si no existen otros aceptores de hidrégeno.
El metabolismo heterofermentativo se puede resumir en la siguiente reaccion:

Lactosa + 2H3PO, + 2 ADP - 2 Acido lactico + 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + H,0

2.5 Género Lactobacillus

Phylum XIlI: Firmicutes
Clase I: Bacilli
Orden Il: Lactobacillales

Familia I: Lactobacillaceae.
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Género I: Lactobacillus
Clasificacion del género Lactobacillus (Vos et al., 2011).

En recientes revisiones a la filogenia de las bacterias acido lacticas, se construyeron
tres arboles filogenéticos usando matriz de distancia, parsimonia y analisis de
maxima probabilidad. Los lactobacilos pueden ser divididos en tres grupos
importantes: grupo de Lactobacillus delbrueckii, el grupo de Lactobacillus casei-

Pediococcus y grupo de Leuconostoc (Vandamme et al., 1996).

El porcentaje de similitud de 16S rRNA dentro de los dos grupos mas importantes de
lactobacilos varia desde 90.8% a 99.3% (grupo de L. delbrueckii) y 90.3 a 99.0%
(grupo de L. casei — Pedioccoccus), mientras que el grupo de Leuconostoc registro
una variacién de 85.9 a 91.5% y 85.9 a 86.8% (Vandamme et al., 1996).

El género Lactobacillus comprende 56 especies, cinco de las cuales contienen
menos de dos subespecies. Las especies del género son bacilos Gram positivos que
forman parte de la flora normal de la vagina, el tubo digestivo y la orofaringe de
humanos y animales. Estan ampliamente distribuidos en diversos ambitos y en
distintos alimentos, comprenden parte de la flora normal de muchas otras especies

animales (Koneman y Allen, 2008).

Las células individuales de especies de Lactobacillus a menudo son largas y
delgadas, algunas pueden observarse como coreniformes o cocobacilos mas
pequefios. Algunas especies pueden formar cadenas largas de células. La mayor
parte de las especies son inmoéviles. Mas del 50% de los productos terminales de la
fermentacién de la glucosa es acido lactico, algunas especies producen acido
aceético, acido férmico y acido succinico, junto con CO,. Son uniformemente catalasa
negativos y oxidasa negativos, no reducen nitrato, no producen indol ni H,S y no
lichan la gelatina. La pared celular contiene peptidoglucano grueso y acidos teicoicos

ligados a membrana (Koneman y Allen, 2008).
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Son bacterias de morfologia bacilar variando en su longitud y grosor (Madigan et al.,
2003). La mayoria de especies son homofermentadoras pero algunas son
heterofermentadoras. Son comunes en todo tipo de derivados lacteos.
Generalmente son mas resistentes a las condiciones acidas que otras bacterias
lacticas, siendo capaces de crecer hasta pH de 4. Por ello, son facilmente aislables
de una gran cantidad de habitat por seleccion directa de medios, conteniendo
azucares y acidos. La resistencia al pH les permite seguir creciendo durante las
fermentaciones lacticas naturales, aun cuando el pH haya caido tanto que otras

bacterias lacticas ya no pueden crecer (Madigan et al., 2003).

2.6 Lactobacillus casei Shirota

Es una bacteria lactica, Gram positiva, no formadora de endosporas, anaerobia
facultativa (crece de manera Optima en condiciones andxicas), pero puede presentar
crecimiento si la concentracion de oxigeno es baja, debido a que posee enzimas
como NADH oxidasa, NADH peroxidasa que minimizan la toxicidad de compuestos

activados por el oxigeno (Gonzalez et al., 2004; Lozano, 2011).

El metabolismo de L. casei Shirota es heterofermentativo gracias a que posee una
enzima llamada fosfocetolasa, que permite seguir la via de las pentosas convirtiendo
hexosas (principalmente glucosa) en pentosas y teniendo como productos finales
una variedad de compuestos reducidos ademas de lactato, como acido acético,
etanol, biéxido de carbono y ademas, a partir de piruvato produce peréxido de

hidrogeno (Boone y Castenholz, 2001).

Se considera una bacteria GRAS (generalmente reconocida como segura) y un
microorganismo probidtico (Boone y Castenholz, 2001). Se le han comprobado
beneficios como inhibir microorganismos patdégenos (Salmonella, Shigella y
Helicobacter), ademas de que previene los malestares intestinales, mantiene el
balance de la microflora intestinal y disminuye la actividad enzimatica fecal
(Magarifios et al., 2008).
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Algunos efectos clinicos que han reportado para Lactobacillus casei Shirota en el
humano son: modulacion de la flora intestinal (Aso y Akazan, 1992; Saarela et al.,
2000), efectos positivos en el cancer superficial de vejiga y cancer de cuello uterino
(Tanaka y Ohwaki 1994; Saarela et al., 2000), ademas no tiene ninguna influencia
sobre el sistema inmunolégico de personas sanas (Spanhaak et al., 1998; Saarela et
al., 2000).

2.7 Probio6ticos

La palabra probiotico proviene de dos palabras griegas “mrpo” y “Blog” que significa
“pro-vida o de por vida” y fue introducida como antonimo de la palabra “antibiético”.
La definicion mas aceptada en la actualidad es la dada por la FAO/WHO (2006),
gue considera los probiéticos como microorganismos vivos que, al ser administrados
en cantidades adecuadas, ejercen una accion fisiolégica beneficiosa sobre la salud

del hospedador.

Las caracteristicas mas importantes de un probiotico (Sanders, 2003; Garcia-lbarra,
2007) son:

e Debe pertenecer a la microflora de un tracto digestivo sano.

e Deber sobrevivir la via digestiva superior.

e Ser capaz de sobrevivir y desarrollarse en el intestino.

e Producir efectos benéficos una vez adherido al intestino.

e Presentar resistencia a secreciones en el tracto digestivo (acidos vy bilis).

e Debe ser seguro para el consumo humano o en su caso del animal.

e Es necesario ademas contar con una la evaluacion taxondmica, que identifique la

especie, el fenotipo y la morfologia de las BAL probibticas.

Varios factores como la acidez, contenido de oxigeno, concentraciones de acido
lactico y acido acético afectan la sobrevivencia de los probiéticos en los alimentos y

en el tracto intestinal del huésped. Varios métodos han sido usados para mejorar la
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viabilidad de los probioticos, incluyendo la adaptacion al estrés, la incorporacion de

nutrientes y la microencapsulacion (Rokka y Rantamaki, 2010).

Si los probidticos se afiaden a los alimentos para estimular la inmunoregulacién, es
obligatorio que para facilitar su liberacién en cierta area se produzca la sefializacion
inmunolégica. En la mayoria de los casos, esto se produce en el ileon donde se
encuentran las placas de Peyer (Hartmann y Meisel, 2007; Vos et al., 2010).

Las bases teéricas para la seleccion de microorganismos probiéticos incluye la
seguridad, aspectos funcionales y tecnolégicos. La funcionalidad incluye la
sobrevivencia, adherencia, colonizacion, produccibn de antimicrobianos,
estimulacion del sistema inmune, actividad antigenotoxica y prevencion de
patbgenos, aspectos tecnoldégicos como crecimiento en lacteos, propiedades
sensoriales, estabilidad, resistencia a fagos y viabilidad en el proceso (Saarela et al.,
2000).

2.8 Encapsulacion

Una microcapsula consiste en una membrana delgada y esférica semipermeable,
que rodea a un nucleo sdélido o liquido, con un didmetro variable (Rokka y
Rantamaki, 2010).

La encapsulacién es una tecnologia en la que se aplica una barrera fisica para
proteger los componentes bioactivos o microorganismos frente al ambiente y
condiciones adversas (Vos et al., 2010). La microencapsulacién fue introducida
originalmente en el area de la biotecnologia como una matriz alrededor de las
células, esto permite una rapida y eficiente separacion de las células y los
metabolitos producidos (Kailasapathy, 2002).

La microencapsulaciéon (ME) ha sido definida por Champagne y Fustier (2007) como
la tecnologia de envolver materiales solidos, liquidos 0 gaseosos en pequefias

capsulas que liberen su contenido a una velocidad controlada durante periodos de

R
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tiempo prolongados. Permite envolver fisicamente ingredientes o materiales para
proteger el material basico de reacciones adversas, pérdida por volatilidad o
deterioro de los nutrientes (Hogan et al., 2001). Promueve no sélo la viabilidad, sino
también la funcionalidad (Vos et al., 2010). La importancia del encapsulado radica en
la capacidad protectora que puede brindarle al material que se encuentra en su

interior ya sean moléculas aromaticas, enzimas o los microorganismos.

2.9 Métodos para encapsular

Rokka y Rantamaki (2010) sefialan a la emulsion, extrusion y secado por aspersion
como las técnicas comUnmente mas utilizadas en la microencapsulacion de los

probidticos.

Se han reportado varios métodos de microencapsulacion de probidticos con alginato,
se incluyen el secado por aspersion, extrusion, emulsificacion y coacervacion

(Champagne y Fustier, 2007).

El método conocido como secado por aspersion (Figura 3), es un proceso fisico que
implica la atomizacién de una emulsion o suspension del material a encapsular, da
como resultado una rapida evaporacion de agua. Las capsulas se obtienen en forma
de polvo (Rokka y Rantaméki, 2010), ha sido aplicado en moléculas bioactivas y en
probioticos (Vos et al., 2010). Es la técnica de microencapsulacion mas comunmente
empleada en la industria alimentaria (Gibbs, et al.,, 1999; Hogan et al., 2001). El
principio se basa en la dispersion de una solucién de la matriz elegida sobre el
ndcleo. La dispersion se realiza atomizando con aire caliente, esto Ultimo promueve
la eliminacion rapida del disolvente (agua). Posteriormente, las particulas se separan
en el aire de secado. Sin embargo, tiene algunas desventajas importantes, las altas
temperaturas que se requieren durante el proceso no son favorables para la

supervivencia de todos los tipos de probidticos (Vos et al., 2010).
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Figura 3. Presentacidbn esquematica del procedimiento secado por aspersion.
Tomado de Vos et al., 2010.

La aspersion por enfriamiento o liofilizacién aplica un principio opuesto al secado por
aspersion. En este método también se realiza la dispersion de una matriz y el
producto. Hasta ahora sélo se ha aplicado para productos secos con la finalidad de
conservar enzimas, aromas, minerales y proteinas. La liofilizacion en combinacion
con moléculas de la matriz ha sido propuesta como una alternativa para el secado

por pulverizacién (Augustin y Hemar, 2009).

La extrusion (Figura 4) es el enfoque mas antiguo y mas comuan para hacer capsulas
con hidrocoloides (King, 1995). Consiste en preparar una solucion del hidrocoloide
con los microorganismos, la extrusion se realiza dejando gotear la solucién a través
de una jeringa en una solucion endurecedora. El tamafo y forma de las perlas
dependen del didmetro de la aguja y la distancia de caida. Es el método mas popular
debido a su facilidad, simplicidad, bajo costo y condiciones de formulacion suaves

gue garantizan una alta retencion de la viabilidad celular (Krasaekoopt et al., 2003).
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El método de emulsificacion (Figura 4) se define como el proceso de dispersién de
un liquido en un segundo liquido inmiscible, se puede encapsular el componente
incluyendo el nucleo del material en el primer liquido. Dependiendo del tipo de
moléculas para formar la emulsién, podemos producir una emulsion simple o muy
compleja (Vos et al., 2010). Esta técnica tiene un potencial para la produccion a gran

escala de capsulas en corto tiempo (Takei et al., 2009).

Para la técnica de emulsificacion/gelificacion externa, un polimero en solucion
acuosa se dispersa en la fase de aceite para formar la emulsion W/O, después se
adiciona la solucién de cloruro de calcio para la gelificacion y encapsulacion
(Homayouni et al., 2008; Mokarram et al., 2009; Song et al., 2013). El tamafio de la
particula no puede ser bien controlado y las particulas tienden a coagular en
grandes masas antes de adquirir la consistencia apropiada. Ademas, el tamafio de la

particula que se obtiene es grande (entre 400 um y 1 mm) (Villena et al., 2009)
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Figura 4. Diagrama de las técnicas de encapsulacion extrusion y emulsion. Tomado

de Krasaekoopt et al., 2003.

Para la técnica de emulsificacion/gelificacion interna, la sal insoluble de calcio se
adiciona a la solucion de alginato y se mezclan, se agrega aceite para formar la
emulsion. Posteriormente se acidifica para la liberacion de Ca'™ para el

entrecruzamiento con alginato (Poncelet et al., 1992)

Por otra parte, la coacervacion es una técnica modificada de la emulsificaciéon que
consiste en la separaciéon de fases fluido-fluido de una solucién polimérica acuosa.

En el proceso, los cambios en el pH resultaran en la formacion del recubrimiento por
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un polimero complejo (Rokka y Rantamaki, 2010). Cuando una solucion de
componentes bioactivos se mezcla con una matriz de moléculas con carga opuesta,
se forma un complejo, el cual se debe principalmente a la interaccion electrostatica y
también a las interacciones hidrofobicas involucradas (Augustin y Hemar, 2009,
Girard et al., 2004; Laneuville et al., 2006; Vos et al., 2010). El tamafio de las
capsulas obtenidas y las caracteristicas de las mismas pueden variar, ya sea
cambiando el pH, la concentracion de iones, la relacion de las moléculas de la matriz
y el componente bioactivo. Es propuesto y aplicado a moléculas bioactivas de los

alimentos, saborizantes y aceites (Vos et al., 2010).

En los ultimos estudios, la microencapsulacion ha demostrado ser uno de los
métodos mas potentes para mantener alta viabilidad y estabilidad de las bacterias
probibticas, ya que protege probidticos tanto durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos como asi como en las condiciones géastricas (Rokka y
Rantamaki, 2010).

2.10 Matrices de encapsulamiento

A un grupo de tecnologias de encapsulacion se denomina matriz de encapsulacion
porque las microcapsulas carecen de un nucleo, pero posee una serie de particulas
en la superficie, sin embargo, las propiedades obtenidas a menudo son suficientes
para lograr la liberacion retardada del ingrediente. Los materiales utilizados para la
microencapsulacién de probiéticos incluye polisacaridos procedentes de algas
marinas (carragenina, alginato), de plantas (almidén y sus derivados, goma arabiga),
de bacterias (gelano, xantana) y proteina animal (leche o gelatina) (Rokka y
Rantamaki, 2010). Los carbohidratos usados ampliamente para la encapsulacion
son la maltodrextrina, almidon, jarabes soélidos de maiz (Jackson y Lee, 1991,
Shahidi y Han, 1993; Higan et al., 2001).

Los cereales pueden ser utilizados como sustratos fermentables para el crecimiento

de microorganismos probioticos. Los componentes de los cereales, como el
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almidon, pueden ser utilizados como materiales de encapsulaciéon de probidticos con
el fin de mejorar su estabilidad durante el almacenamiento y mejorar su viabilidad

durante su paso por el tracto gastrointestinal (Charalampopoulos et al., 2002)

Una mezcla de gelatinas y goma xantana fue empleada por McMaster et al. (2005)
para Bifidobacterium lactis. En el trabajo optaron por utilizar gelatina (0,75%) y

xantana (1%) para la inmovilizacion del probidtico.

Las proteinas del suero de la leche son vehiculos naturales para prebidticos y
probioticos. Muchas de sus propiedades estructurales y fisicoquimicas facilitan su
funcionalidad en los sistemas de entrega. Estas propiedades incluyen la unién de
iones y moléculas pequefias, excelentes propiedades de la superficie y el auto-
ensamblaje, excelentes propiedades de gelificacion, pH sensible, comportamiento de
hinchamiento del gel, util para la liberacién programable, las interacciones con otras
macromoléculas para formar complejos y conjugados con combinaciones sinérgicas
de propiedades, ademas de las diferentes capacidades de proteccion. En un estudio
con Lactobacillus plantarum, se mostré que el recubrimiento de suero de leche
mejora de manera significativa la supervivencia bacteriana en perlas de alginato
(Komenan et al., 2009).

El alginato es un polisacarido natural derivado o extraido de algas pardas, para la
formacion de microcépsulas, se pueden producir geles de alginato por gelificacién
externa (Cook et al., 2011). Se ha utilizado ampliamente para la inmovilizacion de las
BAL debido a su facilidad de manejo, su naturaleza no téxica y su bajo costo; se ha
empleado para la microencapsulacion de Bifidobacterium sp. y su incorporacion en
productos (Sultana et al., 2000), y también en la microencapsulacion de
Lactobacillus acidophilus (Laelorspoen et al., 2014).
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2.11 El maiz

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen. Pertenece a la familia Poaceae (Gramineas), es la Unica especie cultivada
del género (FAO, 2001).

La familia Poaceae (comprende més de 600 géneros); incluye cinco especies de
México y Centroamérica: Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea
nicaraguensis y Zea mays L., ésta Ultima es la especie a la que corresponde el maiz

y Se agrupa en cuatro subespecies: Zea mays (Kato et al., 2009).

La planta de maiz es alta, con abundantes hojas y un sistema radical fibroso,
normalmente con un solo tallo que tiene hasta 30 hojas. Algunas veces se
desarrollan una o dos yemas laterales en la axila de las hojas en la mitad superior de
la planta; estas terminan en una inflorescencia femenina la cual se desarrolla en una
mazorca cubierta por hojas que la envuelven; es la parte de la planta que almacena
reservas. La parte superior de la planta termina en una inflorescencia masculina o
panoja; esta tiene una espiga central prominente y varias ramificaciones laterales
con flores masculinas, todas las que producen abundantes granos de polen (Paliwal,
2001). Es una especie que se reproduce por polinizacion cruzada. (Burge y Duesing,
1989).

El grano o fruto del maiz es una cariopside. La pared del ovario o pericarpio esta
fundida con la cubierta de la semilla o testa y ambas estan combinadas

conjuntamente para formar la pared del fruto (Paliwal, 2001).

Es una planta C4 con una alta tasa de actividad fotosintética (Aldrich et al., 1975;
FAO, 2011).

El maiz presenta una gran variabilidad en el color del grano, textura, composicion y
apariencia. Puede ser clasificado en distintos tipos segun: a) la constitucién del
endospermo y del grano; b) el color del grano; c) el ambiente en que es cultivado; la
madurez, y e) su uso (FAO, 2011).
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Este grano es de gran importancia econOmica para la elaboracién de productos
nixtamalizados (tortillas y botanas), asi como de materia prima de un gran niamero
de productos industriales (Olguin-Arteaga, 2014). El Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2013) estima que existen mas de 800 productos

derivados del maiz y también se utiliza como alimento para animales.

La industria molinera del maiz tiene como objetivo producir endospermo quebrado,

sémolas y harinas de diferentes granulometrias (Quintanar et al., 2009).

Entre los diversos tratamientos que se realizan al grano de maiz se incluyen

molienda seca, molienda en hiumedo y nixtamalizacion.

El grano de maiz duro o caridpside se divide en tres partes fundamentales:

pericarpio, endospermo y germen.

La composicién quimica entre las principales partes del grano de maiz difiere
considerablemente. Asi el pericarpio se caracteriza por su alto contenido en fibra
(86%), la que a su vez esta formada fundamentalmente por hemicelulosa, celulosa y
lignina. ElI endospermo contiene un nivel elevado de almidéon (87%) vy
aproximadamente un 8% de proteinas, con un contenido relativamente bajo en
lipidos. Por ultimo, el germen se caracteriza por su elevado contenido de lipidos
(33%), un nivel de proteinas 20% y 10.5% de minerales (Watson 1987; Burge y
Duensing, 1989; Tovar-Benitez, 2008). El endospermo es de dos tipos: vitreo y
harinoso. El endospermo harinoso rodea el germen y es opaco, la matriz proteica es
delgada a su alrededor, mientras que en el endospermo vitreo la matriz es mas
gruesa. Los cuerpos proteicos constituyen el 8% del endospermo, son redondos y
estan compuestos casi en su mayoria por zeina (Serna-Saldivar et al., 1988;
Watson, 1987, Pérez-Xochipa, 2009).

Las proteinas no se encuentran de manera uniforme dentro del maiz,
aproximadamente el 80% son de almacenamiento y de reserva. Estas pueden
extraerse en una sucesion de disolventes segun sus propiedades de solubilidad, de

acuerdo a lo propuesto por Osborne en 1909 (Bemiller et al., 1984, Tovar-Benitez,
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2008). Dentro de estas proteinas se encuentran las prolaminas, esta fraccion
proteica adquiere distintos nombres segun el cereal, en el maiz se llama zeina
(Bemillier et al., 1894; Serna, 2001; Tovar-Benitez, 2008). Osborne reconocié que
las proteinas de cereales solubles en alcohol constituyen un grupo distinto, y les dio
el nombre de prolaminas, el cual refleja sus altos contenidos de prolina y glutamina.
Las prolaminas se encuentran empaquetadas en pequefios cuerpos proteinicos en
el endospermo amilaceo y no se les conoce otra funcion ademas de la de

almacenamiento (Pérez-Xochipa, 2009).

2.12 Zeina

La zeina es una prolamina del maiz, comprende a un grupo de proteinas solubles en
alcohol que presentan la caracteristica de ser insolubles en agua (Shukla y Cheryan,
2001; Gomez-Estaca et al., 2012). Es una de las biomacromoléculas méas estudiadas
y esté clasificada como GRAS (Generalmente Reconocida como Segura) por la FDA
(Administracion de alimentos y medicamentos) (Chen et al, 2006; Luo et al., 2011,
Hu et al., 2012).

Las zeinas se encuentran en el endospermo del maiz, localizados en cuerpos
proteicos dentro del reticulo endoplasmico rugoso (Hurkman et al., 1981; Larkins y
Hurkman, 1978; Pérez-Xochipa, 2009), comprenden el 50% de las proteinas del
endospermo y cerca del 60% de las proteinas totales del grano entero. Son
altamente hidrofobicas, ya que presentan una gran cantidad de aminoacidos
hidrofébicos como leucina, prolina, alanina y fenilalanina (Gianazza et al., 1977,
Pérez-Xochipa, 2009). Por lo tanto, la zeina tiene propiedades de barrera de
humedad, lo que le permite su uso como protector de alimentos (dulces, nueces y
frutas secas) y como cubierta para tabletas farmacéuticas (Larkins et al., 1984;
Coleman y Larkins, 1999; Pérez-Xochipa, 2009) y recientemente se ha empleado
para encapsular hidrocortisona y mesalazina (Esther et al., 2013), oleorresina (Xue

et al., 2013), aceite de pescado (Zhong et al., 2009), a-tocopherol (Luo, et al., 2011),
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aceites esenciales (Wu et al., 2012), aceite de linaza (Quispe-Condori, Saldafa y
Temelli, 2011).

Esen (1986) extrajo fracciones se zeina de la harina del endospermo del maiz. En la
primera extraccion se utilizé una solucion (v/v) de 60% de 2-propanol con 1% de 2-
mercaptoetanol, seguida de una extraccion con 90% de 2-propanol (v/v).
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3. JUSTIFICACION

La zeina es una proteina que se encuentra mayoritariamente en el endospermo del
maiz, y recientemente se ha empleado como pelicula o recubrimiento comestible
(PRC) con la intencién de mejorar la calidad y aumentar la vida util del alimento. En
este trabajo se plantea el uso de zeina extraida de un subproducto de molienda del
maiz como encapsulante de microorganismos probiéticos combinado con alginato.
La encapsulacion es una tecnologia en la que se aplica una barrera fisica para
proteger los microorganismos. La finalidad es encapsular microorganismos
probiéticos en una matriz que les asegure viabilidad durante el proceso de
encapsulado, y posteriormente les permita llegar en cantidades adecuadas al
intestino para proporcionar beneficios en la salud del hospedero. A pesar de que la
zeina ha sido utlizada como encapsulante de alimentos y moléculas de interés
farmaceutico y alimentario, su solubilidad en alcohol e insolubilidad en agua hace
que sea dificil de utilizar para el encapsulamiento de microorganismos. Sin embargo
las caracteristicas de impermeabilidad al agua, resultan de interés para utilizarlo en
combinacién con otros compuestos como el alginato y asi mejorar la viablidad de las
microcépsulas de probidticos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de la zeina extraida a partir de un subproducto de la molienda

del maiz, para ser utilizado como encapsulante en microorganismos probidticos.

4.2 Objetivos especificos

= Aislar, purificar y conservar el probiético a encapsular.

= Caracterizar y acondicionar el subproducto.

= Extraer y cuantificar la zeina a partir del subproducto.

» Elaborar microcédpsulas con alginato y alginato mas zeina por el método de
emulsificacion/gelificacion  externa  considerando dos velocidades de
homogeneizacion.

» Evaluar la efeciencia del tratamiento en la viabilidad de los microorganismos.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Aislamiento, purificacion y conservacion del microorganismo
probiotico
El probidtico a encapsular fue Lactobacillus casei Shirota el cual se aislé a partir de

un producto comercial.

Para el aislamiento se tomaron asadas del producto comercial y se sembraron por
estria en placas de agar MRS (Oxoid) incubando a 30 °C por 48-72 h.
Posteriormente, se realizaron dos resiembras por estria en placas con medio de
cultivo MRS e incubaron a 30 °C por 48-72 h. A partir de colonias aisladas se
realizaron inoculos en tubos con caldo MRS (Difco). Tras comprobar que las
colonias presentaban caracteristicas homogéneas se verificO que eran BAL
mediante Tincion de Gram (5.1.1), prueba catalasa (5.1.2) y prueba de la oxidasa
(5.1.3).

Para asegurar su pureza, se realizaron dos siembras por estria en placas con medio
de cultivo MRS. De nuevo, las placas se incubaron a 30 °C por 48-72 h. A partir de
colonias aisladas en las placas con medio MRS se realizaron in6culos en tubos con
caldo MRS por 24 h a 30 °C para tener una poblacién aproximada de 1 x 10°
UFC/mL. La bacteria se conservaba en caldo MRS en condiciones de refrigeracion
(menor a 8 °C) realizando resiembras en caldo MRS cada 15 dias y verificando su

pureza.

5.1.1 Tincién de Gram

Para verificar la pureza del cultivo se realizé una tincion de Gram. Se realiz6 un frotis
colocando una gota del caldo MRS donde se cultivo la cepa en un portaobjetos y se
fij6 a la flama. La muestra fijada se cubri6é con cristal violeta, se dejé reaccionar por

un min, se retird el exceso del colorante y se lavé con agua corriente. En seguida se
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aplicé la solucion de yodo, se dejé reaccionar por un min y se lavdé con agua
corriente. Se agregd una mezcla de alcohol-acetona (70:30) gota a gota sobre el

portaobjetos inclinado con la muestra, se dejo reaccionar por un min.

Se agrego safranina a la muestra sobre el portaobjetos y se dej6 reaccionar por 10-
20 s, se lavo el exceso de colorante y se dejo secar. La muestra se observé al
microscopio optico. La muestra presentd color azul confirmando que se trata de
bacterias Gram Positivas (INCB, 1993).

5.1.2 Prueba de |la catalasa

Para realizar la prueba, se tomo con el asa estéril una colonia de BAL, se colocé la
colonia directamente sobre un portaobjetos y se le agregé una gota de H,O,. Se

observé para ver alguna reaccion.

5.1.3 Prueba de la oxidasa

Con el reactivo para oxidasa: clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% se
impregno un cuadro de 3 x 3 cm de papel filtro. Se tomd con el asa de siembra
estéril una colonia de la placa de agar, se coloc6 sobre el sustrato de papel y se
extendié cuidadosamente. Se dejé reaccionar 1 min para observar algin cambio de

coloracion.

5.2 Acondicionamiento y modificacion del subproducto

La zeina se extrajo de un subproducto de la molienda del maiz proporcionado por la
empresa Agroindustrial Queretana. Se recibieron 2 Kg de subproducto que proviene

de la primera etapa de produccién de molienda humeda del maiz. Antes de extraer
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la zeina se caracterizd la composicion del subproducto, para ello se determiné
humedad (5.2.1), grasa (5.2.2) y proteina (5.2.3).

5.2.1 Determinacion de humedad

La prueba se bas6 en cuantificar la pérdida de agua por el método 930.15 de la
AOAC (1995). Para la determinacién del porcentaje de humedad se usaron charolas
de aluminio a peso contante. Se pesaron con precision 5 g de harina, se llevaron a la
estufa de secado a 100 °C + 2 °C por 4 h. Posteriormente, las charolas con la
muestra se enfriaron en un desecador hasta peso constante. Por diferencia de peso
se obtuvo el porcentaje de humedad. La muestra se analiz6 por triplicado.

5.2.2 Determinacion de grasa

El porcentaje de grasa en la harina se determind por gravimetria con Soxhlet de
acuerdo al método 963.15 de la AOAC (1995) utilizando éter de petroleo. En primer
lugar, se pesaron 2.5 g de harina en matraces de fondo redondo y se dejaron por
seis horas en el equipo Soxhlet. Tras la extraccion de la grasa, se llevaron los
matraces a la estufa de secado para evaporar los restos del solvente. Los matraces
con grasa se enfriaron, por diferencia de peso se obtuvo el porcentaje de grasa en la

harina, la muestra se analiz6 por triplicado.

5.2.3 Determinacion de proteina

El contenido de proteina de determiné por el método de Dumas (N x 6.25), en el
equipo autoanalizador LECO FP-528 (LECO, Corporation, St Joseph, USA). En este
caso, primero se pesaron muestras de 0.1 g de subproducto desengrasado sobre
una capsula especial y se incorporaron a la camara de combustion a 850 °C. La

liberacién de Nitrégeno se lleva a cabo en la camara y éste es transportado por Helio

R
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hacia una celda de termoconductividad y un microprocesador donde se realizan los
calculos y control de parametros operativos.

El tiempo de andlisis de una muestra es de aproximadamente 3-4 minutos. Los

resultados se expresaron como % de proteina. La muestra se midio por triplicado.

Tras la caracterizacion se procedio al desengrasado de la muestra. Para ello, un
total de 300 g del subproducto se desengrasaron con hexano en una relacion (1:10)
en lotes 100 g. Asi pues, muestras de 100 g de subproducto se adicionaron a 900 ml
de hexano y se mantuvieron con agitaciéon constante durante 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd a 5000 rpm durante 20 min para recuperar la
harina desengrasada, este paso se realizd por triplicado para cada muestra. El
subproducto de molienda de maiz desengrasado se secé durante toda la noche a 40

°C para evaporar los residuos de hexano.

Ademas, se redujo el tamafio de particula al subproducto desengrasado con un
molino para café (Hamilton Beach Brands, Inc., USA), pasando las muestras por un

tamiz FIC. malla nimero 100, que presenta un didmetro de 150 um.

5.3 Extraccion y cuantificacion de zeina

Tras la caracterizacion del subproducto, se procedié a extracciéon de zeina a partir de
300 g del subproducto desengrasado y tamizado, siguiendo la metodologia descrita
por Rojas-Molina et al. (2008) (Tabla 1). Previo a la extraccion de prolaminas
(zeina), es necesario retirar las fracciones de proteinas solubles en agua y en

solucién salina.
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Tabla 2. Secuencia de la extraccion de fracciones proteicas hasta las Prolaminas
(zeina).

Proteina Solucion Proporcién de Tiempo de

subproducto: solucion agitacion (min)

Globulinas NaCl 0.05 M 1:10 30
1:5 30

AlbUminas

solubles en

solucién salina

Albiminas H,O 1:10 15
1.5 15

Prolaminas 2-Propanol 1:10 30
(Zeina) 55% 15 15
1.5 15

La extraccion de las proteinas (Figura 5) se realizé secuencialmente en lotes de 50
g, por lo que se realizaron 6 extracciones. Primero se extrajeron globulinas
(proteinas solubles en solucién salina) y albiminas solubles en solucién salina, para
lo cual se empled una solucion de NaCl 0.5 M en una proporcion de 1:10 (peso
harina/ volumen de solucién salina), se agitd constantemente en una parrilla de

agitacion magnética a 4 °C durante 30 min.

La mezcla se ultracentrifug6 en el equipo Optima XL-100 K Ultracentifuge (Beckman
Coulters, USA) a 15000 rpm durante 5 min.

Posteriormente, se recuperaba el sobrenadante y se almacenaba en contenedores
de plastico. Con el precipitado se procedié a una segunda extraccion de globulinas
1:5 (peso del precipitado/ volumen solucion salina), el sobrenadante se recupero en

el contenedor de plastico.
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Al precipitado se le realizd la extraccion de la siguiente fraccion proteica
correspondiente a albuminas (proteinas solubles en agua), a una proporcién 1:10
con agua desionizada, se mantuvo en agitacion constante a 4 °C durante 15 min,
después se ultracentrifugd a 15000 rpm por 5 min, la segunda extraccion de
albuminas se realizdé a una proporcién de 1:5 a 4 °C durante 15 min en agitacion
constante, se ultracentrifugd a 15000 rpm durante 5 min, de manera similar que con

las globulinas, la fase liquida se almaceno en contenedores de plastico.

Para la extraccion de esta fraccion proteica de utilizé una solucion de 2-propanol al
55% (p/p) sin el 0.6% (v/v) de 2-ME, en tres tiempos: la primera extraccion se realizo
en una proporcion 1:10 (peso harina/ volumen solucion de 2-propanol) durante 30
min de agitacién a temperatura ambiente. La segunda y tercera extraccion de zeina
se hizo en una proporcion de 1:5 durante 30 min de agitacion a temperatura
ambiente. La fase liquida se recuperd y se llevé a la campana de extraccion de

vapores, y se procedio a dializar.

Harina desengrasada

Albtirninas Precipitado

NaCl 0.5

Globulinas Precipitado

Etanol 70%

Prolaminas Frecipitado
(Zeina)

Figura 5. Fraccionamiento de las proteinas de maiz (Badui, 1990) de acuerdo a su

solubilidad, se observa hasta la extraccion de zeina.
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5.3.1 Didlisis y secado de zeina

La dialisis se realizo utilizando membrana porosa Spectra/pore (Spectrum Medical
Industries, Inc., Canada) con tamafio de poro de 3500 Da, empleando agua
desionizada como solucién de concentracién menor. EI cambio de agua se realizd
hasta que la conductividad permanecio constante. Una vez que el extracto de zeina
estuvo dializado se congelé y almacen6 a -80 °C para liofilizar posteriormente. La
liofilizacion se llevé a cabo en el equipo Labconco Freeze dry system/fireezone 4.
(Labconco, USA).

5.4 Microencapsulacion del probiético por el método de
emulsificacidn/gelificacion externa

Se realizaron dos tipos de microencapsulaciones: la primera con alginato (A) y la

segunda con una mezcla de alginato y zeina (AZ).

5.4.1 Microencapsulacion con alginato de sodio (A)

Se elaboraron microcapsulas de alginato por el método de emulsién/gelificacion
externa (Song et al., 2013). La microencapsulacion en alginato se realizé utilizando
una solucién acuosa de alginato de sodio (Sigma Aldrich) 1.5% (p/v) y una solucién
de CacCl, (J. T. Baker) 0.05 M.

Para ello un cultivo de 24 h de BAL se centrifugd y lavé una vez con una solucion
salina estéril al 0.85%, el pellet se resuspendié en 5 ml de peptona (Bioxon) 0.1%
(Rodklongtan et al., 2014).

Para desarrollar el sistema de emulsibn se usaron 20 ml de aceite vegetal
conteniendo 0.5% de Tween 80 (Sigma Aldrich), y la mezcla se agité por 30 min a
500 rpm. En una proporcion de 4:1 se mezclaron 4 ml de la solucion de alginato de

sodio (1.5 % p/v) con 1 ml del cultivo de probidticos anteriormente descrito, y se
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agité durante 20 min a 500 rpm. La mezcla alginato-probiéticos se dejo gotear
lentamente sobre el aceite sometido a homogeneizacion en IKA ULTRA TURRAX
T18 digital (IKA, USA). Se probaron dos velocidades de homogeneizacion 2800 rpm
y 4000 rpm por 5 min (Ding y Shah, 2009ab). Posteriormente, la emulsion se paso a
agitacion magnética (Benchmark Scientific, USA) para romper dicha emulsion con
CaCl, a 500 rpm por 30 min. Las microcipsulas se recuperaron por centrifugacion a
1000 rpm por 5 min. La fase aceitosa fue retirada, las microcapsulas se lavaron con
una solucion de peptona (0.1%(p/v)) y Tween 0.3% (p/v), se filtraron en papel
Whatman No. 1 (GE Healthcare) y se pesaron. Cada tratamiento se realiz6 por

triplicado.

5.4.2 Microencapsulacion con alginato de sodio y zeina (AZ)

Las microcapsulas se formaron con alginato y 1% de zeina.

El cultivo de BAL se centrifugd y lavd una vez con una solucion salina estéril al
0.85%, el pellet se resuspendié en 5 ml de peptona (Bioxon) 0.1% (Rodklongtan et
al., 2014).

Para desarrollar el sistema de emulsion se usaron 20 ml de aceite vegetal
conteniendo 0.5% de Tween 80 (Sigma Aldrich), y la mezcla se agité a 500 rpm por
30 min. En una proporcion de 4:1 se mezclaron 4 ml de la solucién acuosa de
alginato de sodio con 1% de zeina mas 1 ml del cultivo de probidticos, se agitd
durante 20 min a 500 rpm. La mezcla alginato-zeina y probiéticos se dejé gotear
lentamente sobre el aceite sometido a homogeneizacion en IKA ULTRA TURRAX
T18 digital (IKA, USA). Se probaron de nuevo dos velocidades de homogeneizacion
2800 rpm y 4000 rpm por 5 min. Posteriormente, la emulsién se pas6 a agitacion
magnética a 500 rpm (Benchmark Scientific, USA) para romper dicha emulsion con
CacCl;, por 30 min. Las microcapsulas se recuperaron por centrifuga a 1000 rpm por 5
min. La fase aceitosa fue retirada, las microcdpsulas se lavaron con una solucion de
peptona (0.1%) y Tween 0.3%, se filtraron en papel Whatman No. 1 (GE Healthcare)
y se pesaron. Cada tratamiento se realizé por triplicado.

R
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5.5 Evaluacion de la eficiencia de encapsulamiento

La evaluacion de la eficiencia de encapsulamiento se realizdé por cultivo de los
microorganismos atrapados en las microcapsulas frente a la poblacién microbiana
inicial considerada. Para romper las microcapsulas y liberar las bacterias lacticas
atrapadas en ellas se utilizé una solucién Buffer Fosfato 0.1 M pH 7 de un peso
conocido de microcapsulas. Posteriormente, se realizaron las diluciones seriadas (1
x 10 UFC) para el sembrado en placas con agar MRS (Sheu y Marshall, 1993) e
incubando a 30 °C por 48-72 h.

La eficiencia de la microencapsulacion (ME), que es un indicador tanto de la eficacia
de la encapsulacién como de la sobrevivencia de las bacterias durante el proceso de

encapsulacion, se calcul6 con la siguiente férmula:
ME (%)= N/N, X 100

Donde N es el numero de bacterias liberadas desde las capsulas (log UFC/gramo de
capsulas) y N, es el numero inicial de bacterias adicionado a la solucion
encapsulante (log CFU) (Rodklongtan, 2014).

La morfologia de las capsulas de alginato y de alginato-zeina se observo a través de
un microscopio 6ptico Olympus Modelo CH 30 (Olympus, Jap6n). Se obtuvieron
fotografias con los objetivos 4X y 40X por medio de una camara Olympus (Olympus

Europa, Japdn) acoplada al sistema.
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5.6 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos obtenidos se
expresaron en como media y desviacion estandar. Para analizar los resultados
obtenidos se utilizd un andlisis de varianza (ANOVA) con el paguete estadistico
Statigraphics Plus version 5.1, con el fin de determinar si existian diferencias entre

los distintos tratamientos de microencapsulacion.

Para identificar las muestras significativamente diferentes, se realiz0 una

comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Verificacidén de pureza del cultivo de BAL

Al realizar la tincion de Gram a las bacterias aisladas se presentd coloracion azul a
violeta (Figura 6), confirmando que se trata de bacterias Gram positivas. La
diferencia de tincion entre Gram positivas y Gram negativas radica en la resistencia
de la bacteria a la decoloracion y refleja las diferencias de estructura de pared
bacteriana, al tratar a las bacterias asi tefiidas con alcohol, las Gram positivas no se
decoloran porque su pared de peptidoglicano es gruesa, contiene pocos lipidos y
dificulta la penetraciéon de alcohol que pudiera extraer el colorante. Por el contrario,
las Gram negativas, tienen una pared de peptidoglicano mas delgada, recubierta por

una envoltura de composicién fundamentalmente lipidica (Macarulla y Goiii, 1994).

Figura 6. Tincion de Gram de Lactobacillus casei Shirota.

La tincién fue positiva. 4250X

Tras la realizacién de la prueba de la catalasa, resultd en catalasa negativa al no
formarse burbujas. Esta es una caracteristica de las BAL debido a que carecen de la

enzima catalasa (Parra, 2010).

Finalmente, la prueba de la oxidasa resulté negativa porque no ocurri6 cambio,
Deibel y Evans (1960) demostraron que las especies de Lactobacillus carecen de la

actividad oxidasa negativa debido a que carecen de citocromo oxidasa.
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6.2 Caracterizacion del subproducto de harinas

En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos del analisis proximal del subproducto.

El valor promedio del porcentaje de humedad, grasa y proteina que contiene el
subproducto de molienda de maiz se observa en la Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de humedad, grasa y proteina total presente en el subproducto

de harinas.

Caracterizacion del subproducto de harinas

% Desviacion estandar
Humedad 6.21 0.37
Grasa 8.38 0.96
Proteina 14.82 0.1
Comonraes 1058 -

Después del almidon, y por orden de importancia, las proteinas constituyen el
siguiente componente quimico del grano de maiz. El contenido de proteina del grano
puede cambiar dependiendo del tipo de maiz, la variedad, las condiciones
agronomicas y demas factores (Lasztity, 1996). La zeina es la principal proteina de
almacenamiento del maiz y constituye el 44-79% de las proteinas del endospermo,
dependiendo de la variedad de maiz y el método de separacién empleado (Larkins,
1981; Hoseney, 1994; Hammaker et al., 1995; Landry et al., 2000, Lawton, 2002).

La Tabla 3 adaptada de Watson (1987) muestra la composicion del maiz en funcion

de las partes del grano de maiz.
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Tabla 3. Composicién quimica aproximada de las principales partes de los granos de

maiz.

Componente Pericarpio Endospermo  Germen  Total del grano
quimico (%) (%) (%) (%)
Proteinas 3.7 8 18.4 8-12

Lipidos 1 0.8 33.2 4-18
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8 8-10
Cenizas 0.8 0.3 10.5 1-2

Almidon 7.3 87.6 8.3 72-75

Adaptada de Watson (1987)

Por las indicaciones dadas por la empresa que proporcion6 el subproducto, éste
procede de la primera molienda humeda. En la molienda humeda, el primer paso es
el proceso de “de-germinacién”, aqui la mayor parte del germen es liberado de
manera integra. Mas de la mitad del almidén y gluten se libera en esta etapa
(Bemiller et al., 1984; Serna, 2001; Tovar-Benitez, T. 2008).

Los resultados del analisis del subproducto muestran alto contenido de grasa y de
proteinas, se deduce que éste esta formado mayoritariamente de germen y parte de

pericarpio y endospermo.

El germen se caracteriza por un elevado contenido de grasas crudas, el 33% por
término medio, y contiene también un nivel relativamente elevado de proteinas
(proximo al 20%) y minerales. Sobre la distribucién de nitrégeno en el grano de
maiz, el endospermo aporta la mayor parte seguido por el germen vy, en ultimo lugar,
por el pericarpio (FAO, 1993).

En el germen hay varias globulinas y albuminas que son indispensables para la
germinacion. Generalmente, este subproducto se destina para la obtencion de
aceite, sin embargo, la tecnologia necesaria para este tipo de extraccion no esta
disponible para todo tipo de empresas, es por ello que la extraccion de zeina puede

ser una alternativa interesante.
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La zeina que es solubilizada sin necesidad de utilizar un agente reductor se
compone de mondmeros y oligébmeros (Tsai, 1980, Coleman y Larkins, 1999), se le
conoce como zeina nativa. Para facilitar la extraccion maxima de zeina se requiere
de al menos 1mM de 2-mercaptoetanol en el medio de extracciéon con alcohol
(Coleman y Larkins, 1999). Se obtuvieron 5.8 g de zeina al realizar la extraccion
Unicamente con 2-propanol 55% (p/p), la cantidad de prolamina (zeina) fue poca. Sin
embargo, puesto que la zeina se iba a utilizar como encapsulante no se utilizé 2-
mercaptoetanol. La zeina interacciona con carbohidratos y es mas dificil de extraer.
El mercaptoetanol rompe enlaces disulfuro que forman las proteinas y libera

mondmeros y dimeros.

6.3 Microencapsulacion

En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos de eficiencia de encapsulamiento de

microorganismos probidticos.

Tabla 4. Valores promedio (N=3) de eficiencia de encapsulamiento expresado en %.

Eficiencia de encapsulamiento
2800 rpm 4000 rpm
Alginato 92.32% (4.28)*  87.61%(6.73)"
Alginato-zeina 96.20%(1.81)"  87.24%(16.20)*

% medias en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes.

medias en la misma fila con diferente letra son significativamente diferentes.
(P>0.05) Valores promedio de tres repeticiones (desviacion estandar).

No se encontr6 diferencia significativa (P>0.05) en la eficiencia de encapsulamiento
entre las capsulas realizadas a 2800 rpm con alginato o alginato-zeina (Tabla 4), asi

como tampoco existe diferencia significativa en la eficiencia de encapsulamiento
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entre las capsulas realizadas a 4000 rpm con alginato o con la combinacién alginato-
zeina (P>0.05).

Se obtuvieron eficiencias de encapsulamiento similares en comparacion con otros
trabajos reportados. Ding y Shah en 2009a reportaron una eficiencia de
encapsulamiento por la técnica de homogenizacion estandar (en agitacion
magnetica) de 84.37% en Lactobacillus rhamnosus, 86.35% para Lactobacillus
salivarius, 85.82% para Lactobacillus plantarum, 84.84% para Lactobacillus
acidophilus. 88.29% para Lactobacillus paracasei, 87.57% para Bifidobacterium
longum. 86.87% para Bifidobacterium lactis Bi-04 y 86.02% para Bifidobacterium
lactis Bi-07. Sin embargo cuando se realiz6 con agitacion con homogeneizador a
4000 rpm los valores de eficiencia disminuyeron significativamente tal y como se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Eficiencia de encapsulamiento con diferentes cepas probidticas reportada

por Ding y Shah (2009a) a 4000 rpm por 5 min empleando alginato de sodio.

Cepa probidtica  Eficiencia de encapsulamiento

L. rhamnosus 59.98%
L. salivarius 69.50%
L. plantarum 63.43%
L. acidophilus 69.63%
L. paracasei 60.68%
B. longum 63.07%
B. lactis Bi-04 59.80%
B. lactis Bi-07 62.09%

En particular, la eficiencia de encapsulamiento (87.61%) obtenida en las capsulas de
alginato elaboradas a 4000 rpm en este estudio fue mejor en comparacién con lo

reportado por Ding y Shah (2009a).
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La eficiencia de encapsulamiento, uno de los primeros parametros a evaluar al
proponer un método de encapsulamiento, no solo depende de la matriz utilizada sino
también de las caracteristicas propias de la especie microbiana. En este caso se
utilizé Lactobacillus casei Shirota, que es un microorganismo que se emplea de
forma comercial desde hace varios afos, presenta buena resistencia y propiedades
favorables de crecimiento, lo que podria explicar los valores altos obtenidos en la

eficiencia a 4000 rpm, superiores a los obtenidos por Ding y Shah (2009a).

Khosravi et al. (2014) reportaron una eficiencia de encapsulamiento de Lactobacillus
casei de 98.12% en capsulas de alginato-almidén gelatinizado y 97.21% en un
recubrimiento de quitosano; también publicaron una eficiencia de atrapamiento del
97.85% para Bifidobacterium bifidum en capsulas de alginato-almidén gelatinizado y
96.42% cuando se utilizé el recubrimiento de quitosano. También en el 2014,
Rodklongtan et al., reportaron un porcentaje de eficiencia de encapsulamiento de
95.84% =+ 0.39%, encapsularon Lactobacillus reuteri KUB-AC5 con alginato-
quitosano. En general, se ha reportado mejoras tasas de supervivencia de
probidticos cuando el alginato se combina con otros materiales (Ding y Shah,
2009b). En este estudio, se han obtenido altas tasas de supervivencia ya sea con
alginato solo o con alginato combinado con zeina. La inclusion de zeina en las
microcapsulas mejoraria la tasa de supervivencia en el tiempo al hacer las capsulas

mas resistentes a la humedad.

La microencapsulacion de las BAL mencionadas anteriormente con la combinacién
alginato-zeina utilizando la técnica de emulsion/gelificacion externa present6 alta
eficiencia de microencapsulacion (96.27% y 87.24%). Esta es una caracteristica
deseable de la microcapsulas porque el alto nimero de células encapsuladas
potencialmente aumenta el nimero de células viables tras el paso por el sistema
digestivo (Rodklgontan et al., 2014).

Ding y Shah (2009a) reportan que a mayor numero de revoluciones por minuto
utilizadas para generar la emulsion se obtienen capsulas mas pequefias y existe

menor viabilidad de microorganismos probioticos, o observado en este estudio es
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qgue no hay diferencia en la eficiencia de microencapsulamiento al emplear mayor

namero de rpm para la formacion de la emulsion y posteriormente de las cipsulas.

6.4 Morfologia de las capsulas

En las figuras 7-10 se muestran fotografias de microcapsulas realizadas con
alginato, mientras que las figuras 11-14 muestran imagenes de microcapsulas
realizadas con alginato-zeina. La mayoria de las cépsulas presentaron
aglomeracion. Debido a la ruptura del equilibrio del sistema de emulsion, las

capsulas de alginato se aglomeran, incluso antes del endurecimiento apropiado de

las mismas (Poncelet et al., 1999).

Figura 7. Fotografia de Figura 8. Fotografia de

microcapsulas con alginato microcapsulas con alginato
realizadas a 2800 rpm. Se realizadas a 2800 rpm. Se
observa mayormente a capsulas observan tres capsulas, una de
aglomeradas. 170X ellas presenté forma ovoide y las

otras dos tienen forma irregular. Se
logran ver también pequefias gotas
de aceite. 1700X
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Figura 9. Fotografia de
microcapsulas con alginato
realizadas a 4000 rpm. Se
distinguen varios aglomerados de
capsulas de alginato. 170X

SR W e w3 nd A%,
Figura  11. Fotografia  de
microcapsulas con alginato-zeina
realizadas a 2800 rpm. En la
imagen se distinguen capsulas de
alginato con particulas de zeina
formando la matriz del
encapsulado. 170X

Figura  10. Fotografia  de
microcapsulas con alginato
realizadas a 4000 rpm. Se aprecia
una capsula de alginato bien
definida, casi esférica. 1700X

Fotografia  de
microcapsulas con alginato-zeina
realizadas a 2800 rpm. Se
muestra una capsula de alginato y
zeina bien definida. Es posible
distinguir las particulas de zeina.
1700X

Figura  12.
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Figura  13.  Fotografia  de Figura  14. Fotografia de

microcapsulas con alginato-zeina microcapsulas con alginato-zeina
realizadas a 4000 rpm. Se realizadas a 4000 rpm. La
observan aglomerados de capsula que se muestra presenta
alginato y zeina. 170X cierta esfericidad, hay zeina

formando parte de la matriz y
también se distinguen burbujas de
aire. 1700X

Es importante sefialar que la aglomeracién de microcapsulas es un fenémeno que
se ha reportado en otros estudios. Laelorspoen et al. (2014) microencapsularon
Lactobacillus acidophilus en cépsulas de alginato recubiertas con zeina por
electrospraying (aspersion electrohidrodinamica, es un método de atomizacion de un
liquido por medio de fuerzas eléctricas) y la aglomeracién de las céapsulas se

present6 al momento del secado de las capsulas.

La obtencion de un tipo de estructura u otra depende de las propiedades fisico-
quimicas del principio activo, o en este caso del microorganismo y de la matriz, asi
como de la técnica empleada para su preparacion (Lopretti et al., 2007; Lupo et al.,
2012). Las microcapsulas pueden tener forma esférica o irregular. Asimismo, pueden

estar constituidas por una membrana simple, multiples capas e incluso nucleos
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multiples cuya matriz puede ser del mismo material 0 una combinacién de varios
(Gibbs et al., 1999; Lupo et al., 2012).

La zeina, es un polimero comestible altamente hidrofébico y posee resistencia a la
digestion gastrica (Hurtado-Lopez y Murdan, 2006; Chen y Subirade, 2009; Luo et
al., 2011, Wongsasulak et al., 2013; Wongsasulak et al., 2014), es una material
interesante como encapsulante debido a que es renovable, no toxico, y
biodegradable (Liu et al., 2013), es capaz de autoensamblarse en microesferas. Se
ha reportado que la presencia de zeina en la matriz puede minimizar la degradacion
de la composicion del encapsulante en el ambiente gastrico (Wongsasulak et al.,
2013, Laelorspoen et al.,, 2014), por lo tanto puede mejorar la estabilidad del
encapsulado, controlar y prolongar la liberacién del probiético (Liu et al., 2013). Sin
embargo la inclusion de microparticulas de zeina no fue tan intensa como se
esperaria, eso podria explicar los valores similares de eficiencia de encapsulamiento
con y sin zeina. Se hace necesario explorar otras formas de incorporacion de la
zeina, como disminuir el tamafio de particula y realizar una segunda encapsulacion

con zeina solubilizada y no combinada como se hizo en el presente trabajo.
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. CONCLUSIONES

Se aislaron los microorganismos probiéticos a partir de un producto comercial, se
purificaron 'y conservaron adecuadamente para Su incorporacion en
microcapsulas de alginato y microcapsulas de alginato y zeina.

El subproducto de la molienda del maiz se caracteriz6 para conocer la cantidad
de humedad, grasa, proteina y carbohidratos presentes, ademas, se redujo el
tamano de particula a 150 ym.

Se logré extraer zeina de un subproducto de la molienda del maiz. Aunque el
rendimiento de extraccion fue bajo, se puede considerar una alternativa a la
utilizacion del subproducto.

Se consiguié elaborar dos tipos de microcapsulas, primero con alginato y luego
con alginato-zeina por el método de emulsificacion/gelificacion externa
considerando dos velocidades de homogeneizacion (2800 y 4000 rpm).

No se encontraron diferencias significativas en la eficiencia de
microencapsulamiento al utilizar alginato o alginato-zeina a 2800 rpm (92.32%
frente a 96.20%) o 4000 rpm (87.61% en las microcapsulas de alginato en
comparacion con 87.24% en las microcipsulas de alginato-zeina) para la
encapsulacion. La utilizacion de zeina en la encapsulacién podria ofrecer mejores
caracteristicas al encapsulado frente a condiciones gastricas, sin embargo deben

seguir haciéndose estudios.
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9. ANEXOS

1. Reactivos ocupados en las pruebas de verificacion de pureza de las BAL (5.1.1,
5.1.2'y5.1.3).

Prueba Reactivo(s)
Tincion de Gram Cristal violeta

Solucién de yodo
Alcohol-acetona (70:30)

Safranina

Prueba de catalasa | Perdxido de Hidrégeno al 30%

Prueba de oxidasa | Clorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina al 1%

2. Reactivos y equipos empleados para el analisis del subproducto de la molienda
del maiz.

Reactivo(s) Equipo(s) empleado(s)
Determinacion de | - *Balanza analitica
humedad (5.2.1) *Estufa de secado
Determinacion de grasa | Eter de petroleo grado | *Balanza analitica
(5.2.2) reactivo *Equipo Soxhlet
Determinacion de proteina | - *Balanza analitica

*Equipo Dumas LECO

(5.2.3)
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Soluciones utilizadas para la microencapsulacion con alginato y alginato-zeina.

Microcapsulas  con | e Solucion salina estéril al 0.85%

alginato (5.4.1)
e peptona 0.1%

e Alginato de sodio 1.5% (p/v) y una

e Solucion de CaCl, 0.05 M.

e Aceite vegetal con 0.5% de Tween 80

e Solucion de peptona 0.1%(p/v) + Tween 0.3% (p/v)

Microcapsulas  con | ¢ Solucién salina estéril al 0.85%

alginato-zeina (5.4.2)
e peptona 0.1%

e Alginato de sodio 1.5% (p/v) y una

e Solucion de CaCl, 0.05 M.

e Aceite vegetal con 0.5% de Tween 80

e Zeina extraida del subproducto de molienda del maiz

e Solucion de peptona 0.1%(p/v) + Tween 0.3% (p/v)
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