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Resumen

Con el objetivo de evaluar la dosis de bacterias acido lacticas (BAL) encapsulado en un medio
estandar de alginato de sodio en la supervivencia en el ambiente y en alimento balanceado
de cuy, se determind la dosis de alginato de sodio para obtener capsulas adecuadas, usando
diferentes dosis (0, 100, 200 y 250 ml de BAL), los microorganismos se adquirieron de una
casa comercial, se activaron segun la dosis recomendada para el numero adecuado de bacterias
(10%ml). Los tratamientos fueron: D1 - dosis de 0, D2 - dosis de 50 mL y D3 - Dosis de
100 mL de bacterias acido lacticas encapsuladas respectivamente. El trabajo se realiz6 en
laboratorio de Parasitologia Veterinaria, utilizando 12 placas Petri. Los resultados mostraron
que la concentracion estandar de alginato para obtener capsulas adecuadas fue del 2%. La
cantidad de BAL para la dosis de 200 mL fueron de 5x10° bacterias. En la supervivencia de
los microorganismos se encontrd diferencia significativa a favor del ambiente en incubacion
y alimento. En conclusion, para obtener una supervivencia de las BAL encapsuladas, se
recomienda usar un alginato al 2% dentro del alimento balanceado para cuyes, permitiendo su
correcta incorporacion y viabilidad.

Palabras claves: encapsulado con alginato de sodio, cuyes, supervivencia
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Abstract

In order to evaluate the dose of lactic acid bacteria (LAB) encapsulated in a standard sodium
alginate medium on the survival in the environment and in balanced guinea pig feed, the dose
of sodium alginate to obtain adequate capsules was determined, using different doses (0,
100, 200 and 250 ml of LAB), the microorganisms were acquired from a commercial house,
they were activated according to the recommended dose for the adequate number of bacteria
(106 / ml). The treatments were: D1 - dose of 0, D2 - dose of 50 mL and D3 - Doses of
100 mL of encapsulated lactic acid bacteria respectively. The work was carried out in the
Veterinary Parasitology laboratory, using 12 Petri dishes. The results showed that the standard
concentration of alginate to obtain adequate capsules was 2%. The amount of LAB for the 200
mL dose was 5x106 bacteria. A significant difference in microorganism survival was found
in favor of the incubation environment and the feed. In conclusion, to ensure the survival of
encapsulated LAB, it is recommended to use 2% alginate in the guinea pig feed, ensuring

proper incorporation and viability.

Keywords: encapsulated with sodium alginate, guinea pigs, survival

I. Introduccion

En la alimentaciéon de cuyes, ultimamente
se estan utilizando los probidticos como
sustitutito de los antibioticos. Con ello, se esta
previniendo la aparicion de enfermedades
intestinales, ya que regulan el microbiota
intestinal, ademés de producir vitaminas
naturales y activar la inmunidad (Gaggia
et al., 2010; Roberfroid et al., 2010). Asi
mismo, se procura incrementar el peso, el
rendimiento de carcasa y evitar la mortandad
de los animales destetados (Kritas etal., 2009).
Andia y Angeles. (2018) suplementaron el
alimento de cuyes con bacterias acido lacticas,
cuyos resultados mostraron que no existio
diferencias significativas tante en el peso vivo
como en el consumo. Por otro lado, y Marin et
al.; (2007) adicionaron eemeo probidticos de
Lactobacillus acidophilus a través de la boca
en crias de porcinos, encontrando mejoras en
la salud, pero no sin mejoras el rendimiento.
Se han realizado diferentes estudios, aunque
realmente no se conoce con certeza si los
microorganismos llegan al intestino en
cantidad y con la viabilidad necesaria para
que su accion sea efectiva (Fuller, 1989).
Ademads, al no existir procedimientos que
garanticen la cantidad y calidad que permitan
suplementar los microorganismos en los
alimentos de cuyes de manera adecuada para
su funcion probidtica, el presente trabajo
evaluara el encapsulado y la supervivencia de
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los microorganismos tanto en el ambiente, en
el alimento balanceado de los cuyes.

De lo anterior, se puede concluir que
es posible que las bacterias no lleguen al
intestino para realizar su funcion, por ello
el objetivo esta investigacion fue evaluar
la dosis de microorganismos é4cido lacticas
encapsulado en medio estandar de alginato
de sodio en la supervivencia en el ambiente y
alimento balanceado de cuy.

II. Materiales y métodos

Obtencion del Probiotico

Se utilizo la especie de Lactobacillus sp. de
origen comercial.

Activacion de las cepas de Lactobacillus sp.

Las cepas de Lactobacillus sp. se cultivd
en caldo Lactobacilli MRS (Man, Rogosa y
Sharpe), utilizando una incubadora a 37°C
con camara anaerobia durante 24 horas. Para
la preparacion del medio se utilizaron 5,22 g
de caldo Lactobacilli MRS por cada 100 mL
de agua, siguiendo protocolos reportados en
trabajos previos para esta especie.

Curva de Crecimiento de Lactobacillus sp.

La obtencion de la curva de crecimiento
del Lactobacillus sp. se realizo siguiendo el
protocolo planteado por JenWay (Portugal,
2015):

* Se preparon 405 mL de caldo
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Lactobacilli MRS, los cuales se
distribuyeron en tubos Falcon con 15
mL en cada uno, y posteriormente
fueron autoclavados.

* Se inocularon 100 pl del pellet del
microorganismoen cada tubo. Luego
tubos se incubaron a 37 °C en camara
de anaerobiosis.

* Seutilizaron tres tubos para realizar las
lecturas, midiendo la absorbancia cada
4 horas por un periodo de 32 horas a
través de un Espectrofotometro. El
objetivo fue observar el crecimiento
bacteriano y determinar el tiempo
Optimo de incubacion para la
encapsulacion.

Formacion de las Microcdpsulas

e Se incubaron 500 mL de caldo MRS a
37°C durante 24 horas.

* Se prepararon 900 mL de agua de
peptona en 8 matraces de 1000 mL para
realizar las diluciones, se midieron
100 mL de Lactobacillus sp. en caldo
MRS para realizar diluciones seriadas
desde 10! hasta 10®, las cuales fueron
utilizadas respectivamente.

* Se prepararon 300 mL de alginato
de sodio al 3% (100 mL para cada
dilucién) y 500 mL de Cloruro de
calcio al 2%, ambos esterilizados
mediante autoclave.

e Para determinar el valor de las
unidades formadoras de colonias
(UFC) por cépsula y por gramo de
cada dilucion, se utilizd citrato de
sodio para disolverlas y agar MRS
como medio de cultivo. Las lecturas se
realizaron mediante contador de UFC.

Método de Microencapsulacion

Para realizar el encapsulado, se procedié de
manera inocua, evitando la contaminacion de
la cepa utilizada en la investigacion.

Se sembraron las cepas de
Lactobacillus sp., las cuales fueron incubadas
a 37 °C durante 24 horas en condiciones de
anaerobiosis.

Posteriormente, el caldo MRS se
distribuy6 en tubos de centrifuga de 50 mL,
los cuales fueron centrifugadas a 10,000
RPM (revoluciones por minutos) durante 5
minutos. Después, se descart6 el sobrenadante
y el pellet se suspendié en 100 mL de caldo
peptona.

Finalmente, esta suspension se mezclo
en un matraz con 900 mL de caldo peptona.
Para ajustar la concentracion, se realizaron
diluciones seriadas desde 10! hasta 10%,
utilizdndose las tres ultimas diluciones para la
encapsulacion.

De la suspension bacteriana de dichas
diluciones, se tomaron 20 mL y se mezclaron
con 80 mL de los agentes encapsulantes,
alginato de sodio, sometiéndose a agitacion
por 15 minutos.

Mediante una jeringa se realizd un
goteo continuo de la emulsion final sobre la
solucidn del cloruro de calcio, lo que permitid
la gelificacion homogénea de las gotas .

Tratamientos
Dosis de microorganismos:
* DIl:dosisde 0

e D2: dosis de 50 ml de bacterias acido
lacticas

e D3: Dosis de 100 ml de bacterias acido
lacticas

Porcentaje de alginato
1,2y 3 % de alginato en dilucion

Parametros a evaluar.

» Supervivencia de microorganismos
acidos lacticos en UFC (1;2;3 en
horas) en el intestino del cuy.

* Supervivencia de microorganismos
acidos lacticos en UFC (0;1;2;3 en
semanas) en el ambiente.

* Supervivencia de microorganismos
acidos lacticos en UFC (1;2;3;4 en
semanas) en el alimento balanceado
de cuy

Diseiio experimental

El trabajo se plante6 bajo el disefio
Experimental Completamente al azar (DCA)
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con arreglo factorial de (3 dosis x 3 horas)
con 3 repeticiones por cada combinacion,
siendo el Numero Mas Probable (NMP) de
microorganismos la unidad experimental. Los
datos fueron evaluados a través del software
SAS. Para el andlisis estadistico de la
Supervivencia se utiliz6 la prueba de Kaplan-
Meier (Calzada, 1982).

ITII. Resultados y discusion

Las bacterias acido lacticas (BAL) han sido
objeto de estudio debido a sus propiedades
probidticas, las cuales son fundamentales
para la mejora de la salud intestinal y la
regulacion del equilibrio de la microbiota
(Hill et al., 2014). A través de su capacidad
para fermentar carbohidratos y producir acido
lactico, estas bacterias no solo optimizan el
sabor y la textura de los alimentos, sino que
también ejercen un efecto conservante natural
(Leroy & De Vuyst, 2004). Ademas, las BAL
han demostrado ser beneficiosas para el
crecimientoy lasaludintestinal de los animales
al mejorar la digestion y reducir la incidencia
de enfermedades intestinales (Sanders &
Merenstein, 2019). La encapsulacion de BAL
en encapsulados como el alginato de sodio es
una técnica que permite mejorar su estabilidad
y supervivencia en diferentes ambientes, lo
que las hace mas efectivas y sencillas como
suplementos nutricionales (Burgain et al.,
2011). En este contexto, el presente estudio
evalualasdediferentes dosis (%) dealginato de
sodio para BAL y determinar la supervivencia
en medio ambiente, alimento y refrigeracion,
explorando su potencial como protector de las
BAL y su uso como suplemento nutricional
para mejorar la productividad y salud de estos
animales.

Preparacionyactivaciondemicroorganismos
para encapsulacion de bacterias dcido
lacticas  (Lactobacillus acidophilus 'y
Lactobacillus casei) en alginato de sodio.

a. Preparacion del medio de cultivo

Se llevo a cabo el proceso de activacion de
bacterias acido lacticas mediante el cultivo
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en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe),
especifico para este tipo de microorganismo,
siguiendo rigurosamente las instrucciones del
fabricante.

Laconcentracion estimada de bacterias
en la preparacion fue de aproximadamente
5x10° Unidades Formadoras de Colonias
(UFC). Las muestras fueron incubadas a
una temperatura de 37°C durante 48 horas
en condiciones anaerdbicas, con el objetivo
de favorecer el crecimiento y la activacion
optima de las bacterias.

b. Evaluacion del Crecimiento

El crecimiento y la activacion de las bacterias
fueron evaluadas mediante la observacion
de cambios macroscopicos en el medio de
cultivo. Se identificé un cambio de color del
medio, de amarrillo &mbar a marrén (Foto 1),
lo cual evidenciaba la produccion de acido
lactico como resultado del metabolismo
bacteriano. Asimismo, se observo la presencia
de sedimentos en el fondo del medio (Foto 2),
lo que evidenci6é un crecimiento bacteriano
significativo. ~ Complementariamente, se
realizé una tincién de Gram con el proposito de
identificar morfologicamente a las bacterias.
Este procedimiento permiti6 reconocer
microscopicamente que las bacterias eran
Gram negativas (Foto 3), lo que confirma una
caracteristica distintiva de las cepas utilizadas.

Foto 1. Con indculo de bacterias
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Foto 2. Medio MRS con bacterias activadas

Foto 3. Bacterias 4cido lactica Gram- Prepara-
cion y dosis de alginato de sodio.

Se empelaron diferentes dosis/
concentraciones de alginato de sodio con el
proposito de lograr la encapsulacion eficiente
de las BAL. Las variables evaluadas para
determinar la mejor dosis (%) de alginato de
sodio fueron: estado de conservaciona 1,2y
3 semanas en condiciones de medio ambiente
y refrigeracion.

c. Preparacion del Alginato de Sodio para
Encapsulado

Para el encapsulado de las bacterias acido
lacticas, se prepararon soluciones de alginato
de sodio en tres concentraciones: 1%, 2% y
3%.

Foto 4. Capsulas de alginato de sodio al 1%, 2%
y 3%, respectivamente

Para la gelificacion del alginato, se
prepar6 una solucion de gluconato de calcio a
una concentracion de 0.2 M. para 20 mL de la
mezcla de alginato de sodio que contenia a las
bacterias, se utilizaron 30 mL de gluconato de
calcio al 0.2 M. como agente gelificante.

El encapsulado consistio en la adicion
gota a gota de la mezcla de alginato de sodio
con bacterias sobre la solucion de gluconato
de calcio, desde una altura de 7 a 10 cm. Una
vez completada la adicion, se dejo reposar la
mezcla durante 30 minutos, manteniendo una
homogeneizacidon constante para asegurar la
completa gelificacion de las gotas.

Finalmente, las particulas
encapsuladas fueron recuperadas mediante
filtracion con papel filtro y lavadas al menos
tres veces con agua destilada para eliminar
cualquier exceso de gluconato de calcio
residual.

Entre las concentraciones evaluadas
(Foto 4), la formulacion al 2% de alginato
de sodio presentd los mejores resultados
en términos de tiempo de conservacion
y consistencia del encapsulado. La
concentracion del 1% resultdé ser demasiado
liquida, mientras que la del 3% produjo gotas
demasiado gruesas.
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Tabla 1.
Concentraciones de alginato de sodio, estado y tiempo de Conservacion
Conce.ntraci()n de Condici()n- Tiempo de Conservacion Estado de las Cépsulas
Alginato (%) de Almacenamiento en semanas
1% Ambiente (25°C) 2 semana Liquido, inestable
1% Refrigeracion (4°C) 1 semanas Liquido, estable
2% Ambiente (25°C) 4 semanas Estable, uniforme
204 Refrigeracion (4°C) 3 semanas Estable, uniforme
39, Ambiente (25°C) 1 semana Gruesas, inestables
3% Refrigeracion (4°C) 0 semanas Gruesas, estables

La Tabla 1 muestra los resultados en términos de estabilidad estructural y
obtenidos al evaluar el efecto de diferentes viabilidad. Las capsulas formadas con esta
concentraciones de alginato de sodio afectan concentracion mostraron una morfologia
la estabilidad y estado de conservacion de las  uniforme, consistente y adecuada para el
capsulas, tanto bajo condiciones ambientales proceso de encapsulacion de BAL, por lo que
como de refrigeracion. Las concentraciones se considera como la concentracion Optima
del 2% proporciond los mejores resultados para este estudio.

Tabla 2.

Concentraciones de alginato de sodio, estado y numero de capsulas segun tiempo de
conservacion

N.° de capsulas conservadas

1% Ambiente (25°C) 150 91 42 32 17 Liquido, inestable
1% Refrigeracion (4°C) 150 60 10 0 0 Liquido, estable

2% Ambiente (25°C) 150 138 126 98 88 Estable, uniforme
2% Refrigeracion (4°C) 150 120 95 79 51 Estable, uniforme
3% Ambiente (25°C) 150 75 48 36 15 Gruesas, inestables
3% Refrigeracion (4°C) 150 45 42 15 8 Gruesas, inestables

La Tabla 2 presenta los resultados en temperaturas demasiado bajas pueden afectar
cuanto a cantidad y calidad de las cépsulas negativamente la textura y la integridad de las
de probidticos obtenidas bajo distintas cépsulas, especialmente en materiales como la
condiciones de almacenamiento, se observd  gelatina (alginato), que se vuelve quebradizo
que latemperaturatiene un efectosignificativo, y/o inestable cuando la actividad del agua es
ya que influye directamente en la humedad, muy baja (Patente ES2731816T3, 2015). Por
afectando finalmente en la estabilidad del ello, es crucial encontrar un equilibrio 6ptimo
producto final. A temperaturas bajas, la entre temperatura y humedad para mantener
humedad en las cdpsulas tiende a disminuir, la calidad y la viabilidad de los probioticos
lo que puede favorecer su conservacion encapsulados.

al reducir el riesgo de degradacion Las bacterias acido lacticas fueron
microbiana y mantener la viabilidad de las  epcapsuladas en alginato de sodio a una
BAL (Burgain et al., 2011). Sin embargo, concentracion de 5x10° UFC, y sometidas
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a diferentes condiciones de conservacion:
medio ambiente, refrigeracion e incubacion.
Los periodos de evaluacion fueron de 1, 2, 3
y 4 semanas.

La supervivencia se determind

mediante la observacion del estado fisico de
las cépsulas y la inoculacién en medio MRS

al término de cada periodo. Se consider6 que
las bacterias habian sobrevivido cuando se
evidencié un cambio de color en el medio de
cultivo y la presencia de sedimentacion en el
medio (Foto 5), indicadores de crecimiento
bacteriano.

Foto 5. Cultivo de bacterias luego de la prueba de supervivencia

Los mejores resultados se obtuvieron bajo
condiciones de incubacion, donde se alcanzo
un periodo Optimo de supervivencia de
3 semanas. En este tiempo, las capsulas
conservaron su integridad fisica y las bacterias

Tabla 3.

encapsuladas mostraron un crecimiento
significativo al ser cultivadas en el medio
MRS, lo que indica una alta viabilidad y
efectividad de encapsulacion empleado.

Supervivencia de bacterias dcido lacticas encapsuladas en alginato de sodio

Condicion de Conservacion

Semanas de Evaluacion

Supervivencia (%)

Medio Ambiente
Medio Ambiente
Medio Ambiente
Medio Ambiente
Refrigeracion
Refrigeracion
Refrigeracion
Refrigeracion
Incubacion
Incubacion
Incubacion

Incubacion

1 60
2 30
3 25
4 20
1 50
2 30
3 20
4 20
1 80
2 70
3 50
4 60
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Foto 6. Conteo de las capsulas en cada ambiente evaluado

La Tabla 3 se observa la supervivencia de
bacterias acido lacticas encapsuladas en
alginato de sodio, en funcién al tipo de
ambiente de conservacién propuesto. Para
cada condicion experimental, se realizo la
observacion directa y el conteo respectivo en

Tabla 4.

placas Petri, tras un proceso de lavado que
permitié aislar y contabilizar las capsulas
variables (Foto 6). Esta metodologia permiti6
evaluar de manera precisa la integridad fisica
de las capsulas y la viabilidad bacteriana en
cada tratamiento.

Andlisis estadistico de la supervivencia de las capsulas por tipo de ambiente

VARIABILIDAD  LIBERTAD  CUADRADOS MEDIO . FYALOR  Pr>F
Entre tratamientos 2 3629.166667 1814.583333 16.43 0.001
Error 9 993.75 110.416667
SUMA TOTAL 11 4622.916667
CV=25.99%

El andlisis estadistico presentado en la Tabla
4 evidencia la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) en la supervivencia de
las capsulas, en funcion del tipo de ambiente
de conservacion. Estos resultados indican que
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la viabilidad de las bacterias encapsuladas no
es uniforme entre las distintas condiciones
evaluadas, lo que confirma que el entorno
de almacenamiento influye de manera
determinante en la estabilidad de las capsulas.
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Tabla S.

Prueba de contraste de Tukey para la supervivencia

SIGNIFICANCIA PROMEDIO TRATAMIENTOS
A 65.00 T3
B 28.75 T1
B 27.50 T2

La Tabla 5 muestra que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los
tratamientos, segun tipo de ambiente al que
fueron expuestas las capsulas (p<0.05), se
destaca que el tratamiento 3, correspondiente
al ambiente propuesto de alimento balanceado,
presentd la mayor supervivencia. Estos
resultados sugieren que la incorporacion de

las capsulas en el alimento podria actuar como
un vehiculo efectivo para transportar las BAL
hacia el intestino delgado. Una vez alli, estos
microorganismos podrian ejercer su funcioén
probiodtica, favoreciendo la degradacion de la
materia organica y, en consecuencia, mejorar
la digestibilidad del alimento balanceado.

Figura 1. Efecto del ambiente en la supervivencia de las capsulas

70.00 65.00

60.00

w B~ W
S e
o 9o 9
S S S

PORCENTAIJE DE
SOBREVIVENCIA
(3]
S
=

T3

Lafigura I corrobora lo indicado en el analisis
estadistico y la prueba de comparacion
multiple de Tukey, evidenciando que el
tratamiento 3 presentd una diferencia
significativa respecto a los tratamientos 1 y 2
(p<0.05). Asimismo, se observa que no existe

28.75 27.50
Tl T2
TRATAMIENTOS

diferencia estadistica entre los tiramientos 1 y
2, indicando que el ambiente de conservacion
del tratamiento 3 (alimento balanceado)
favorece significativamente la supervivencia
de las capsulas en comparacion con los otros
ambientes evaluados.
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Tabla 6.

Supervivencia de bacterias dcido ldcticas encapsuladas en alginato de sodio segun tiempo de

conservacion

Condicion de

< segiin semanas
conservacion

0 1 2

N.° de capsulas conservadas

Estado de las Capsulas
4

Medio Ambiente
Refrigeracion
150

Incubacion/alimento 120

150 90 45 37
150 75 45 30
126 75

0  Deshidratado e inestable
12 Deshidratado e inestable

63  Hidratado, Estable y uniforme

La tabla 6 muestra que las BAL encapsuladas
en alginato de sodio al 2%, presentaron
una mayor supervivencia bajo condiciones
de incubacion o de alimento balanceado,
alcanzando un 70% de supervivencia durante
las 3 semanas semana de evaluacion. Esto
sugiere que la incubacion a temperatura
controlada representa la condicion mas
favorable para preservar la viabilidad de las
BAL encapsuladas.

Este hallazgo es consistente con
estudios previos que han demostrado que la
encapsulacion en alginato de sodio mejora
significativamente la  supervivencia de
probiodticos en condiciones que simulan el
ambiente del tracto gastrointestinal (Gonzalez
et al.,, 2012; Leroy & De Vuyst, 2004).
Ademas, se ha reportado que este método de
encapsulacion permite proteger eficazmente a
las bacterias de factores ambientales adversos,
tales como latemperatura, el pH y laexposicion
de la luz, lo que es crucial para mantener su
viabilidad durante el almacenamiento y el
procesamiento del producto (Burgain et al.,
2011; Yanniotis et al., 2013).

IV. Conclusiones

De acuerdo a las condiciones experimentales
establecidas y los resultados obtenidos, se
concluye los siguientes:

1. La concentracion adecuada de alginato
de sodio para obtener mejores resultados
de encapsulado de BAL fue el 2%, lo
que permitié obtener capsulas de mejor
calidad y consistencia adecuada. La dosis
utilizada fue de 200 mL de BAL, con una
concentracion aproximada de 5x10°.
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2. El encapsulado de las BAL con alginato
de sodio al 2% mostré6 un resultado
significativamente superior (p<0.05) en
condiciones de incubacion o alimento
balanceado, lo que sugiere su viabilidad
como aditivo funcional en la formulacion
de alimentos, permitiéndonos incorporar
microrganismos probioticos dentro del
alimento.
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