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Resumen
La administracion de bacterias probidticas en la dieta es un area que se ha

expandido en los dltimos afios ya que estas bacterias han sido asociadas a
diversos efectos benéficos en la salud de quienes las consumen. En principio,
dichos efectos solo son posibles cuando las bacterias son capaces de implantarse
y colonizar el tracto gastrointestinal (TGI) del huésped. Para ello, es necesario que
estas bacterias se mantengan viables, fisiologicamente estables y en una
concentracion suficiente durante la elaboracion y almacenamiento del producto,
para asi soportar su paso a traves de las condiciones adversas del TGI. En este
respecto, la perdida de viabilidad de las bacterias obedece a diferentes factores y
varia segun la cepa. Debido a esto, la formulacibn de probioticos
microencapsulados se ha empleado como una alternativa emergente para reducir
la perdida de viabilidad celular por factores tecnolégicos y gastrointestinales. Por
lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue implementar un sistema mixto de
matrices poliméricas para la microencapsulacion de cepas probidticas y evaluar su
eficacia para la proteccion de los cultivos bacterianos bajo condiciones gastricas
simuladas en un sistema dinamico. De las veintidés cepas bajo estudio, el 28 %fue
incapaz de resistir y/o crecer en los diferentes valores de pH evaluados. Por lo
tanto, en funcién de su sensibilidad, seis cepas (L. fermentum NRRB-B1932, L.
rhamnosus ATCC 13075y NRRL B-442, L. reuteri NRRL 14171, B. longum R0175
y L. plantarum NRRLB-4496) fueron pre-seleccionadas para ser sometidas a
condiciones gastricas simuladas. Los resultados evidenciaron una disminucion del
40-45 % (4-4.7 ciclos logaritmicos) de viabilidad al final del proceso digestivo, por
lo que dichas cepas fueron microencapsuladas mediante el método de
emulsién/gelificacién interna. Sin embargo, los resultados demostraron que no es
factible microencapsular a todas las bacterias por este método, ya que L.
fermentum, L. rhamnosus y L. plantarummostraron perdida total de viabilidad
durante etapas especificas del proceso, mientras que L. reuteri y B. Longum
mostraron ser mas resistentes al proceso con una pérdida de viabilidad de ca. 2 y
6 ciclos logaritmicos, respectivamente. Debido a que L. reuteri presentd la menor

perdida de viabilidad durante el proceso de microencapsulacion, manteniendo una

Vi



concentracion celular 210° UFC/mL, se evalué la eficacia de las microcapsulas
para protegerd este cultivos bacteriano bajo condiciones géastricas simuladas. El
porcentaje de pérdida de viabilidad al final del proceso fue de 26.24 %. Estos
datos de muestran una proteccion ejercida por las micro esferas de alginato contra
las condiciones estresantes prevalentes en el sistema gastrointestinal simulado, lo
que favoreceria la capacidad de esta cepa para implantarse y colonizar el tracto
gastrointestinal del huésped y ejercer asi su efecto probiotico.
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SUMMARY
The administration of probiotic bacteria through food is an area that has

been expanded in recent years due to these bacteria have been associated to
beneficial effects on the health of those who consume them. Such effects are only
possible when the bacteria are able to implant and colonize the gastrointestinal
tract (GIT) of the host. Hence, is necessary that these bacteria remain viable,
stable and in sufficient concentration during product processing and storage in
order to resist its passage through the adverse conditions of the GIT. In this
respect, the loss of viability of bacteria is due to various factors and varies
depending on the strain. Because of this, the formulation of microencapsulated
probiotics has been employed as an emerging alternative to reduce the loss of cell
viability by technological and gastrointestinal factors. Therefore, the aim of this
work was to implement a mixed system of polymeric matrices to
microencapsulating probiotic strains and assesses its effectiveness to protect
bacteria under simulated gastric conditions using a dynamic system. From twenty
two strains under study, 28 % was unable to either resist or grow under the
different pH values assessed. Hence, according to the sensitivity shown, six strains
(L. fermentum NRRB-B1932, L. rhamnosus ATCC 13075 and NRRL B-442, L.
reuteri NRRL 14171, B. longum R0O175 and L. plantarum NRRLB-4496) were pre-
selected to be subjected to simulated gastric conditions. The results showed a
decrease of 40-45 % (4-4.7 log cycles) of viability at the end of the digestion
process. Thus, such strains were microencapsulated by the emulsification/internal
gelation method. However, the results showed that it is not feasible to
microencapsulating all bacteria by this method, since L. fermentum, L. rhamnosus
and L. Plantarum showed a total loss of viability at specific stages of
microencapsulation process, whereas L. reuteri and B. longum were more resistant
with a loss of viability of ca. 2 and 6 log cycles, respectively. Because L. reuteri
showed the highest resistant (= 10° CFU/mL), the efficacy of microcapsule to
protect this strain was assessed under simulated gastric conditions. The
percentage of loss of viability at the end of the process was 26.24%.These data

showed a protective effect by alginate microspheres against stressful conditions
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prevalent in the simulated gastrointestinal system, which might enhance the ability
of this strain to implant and colonize the gastrointestinal tract of the host and thus
exert their probiotic effect.



INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos no patdégenos que cuando se ingieren
en cantidades adecuadas ejercen un efecto positivo en la salud de su anfitrién
(FAO/OMS, 2006). Dichos efectos benéficos incluyen resistencia a patdégenos,
mejora del metabolismo de lactosa, aumento de la respuesta inmune, reduccion
de los niveles de colesterol y presion arterial, disminucion al riesgo de cancer,
entre otros (Anal y Singh, 2007). Para que un microorganismo sea considerado
como probidtico debe de poseer ciertas caracteristicas tales como no ser
patégeno ni toxico, presentar estabilidad cuando se exponen a la bilis y acidos
gastricos, poseer la capacidad de adherirse y colonizar la mucosa intestinal, entre
otras (Shah y Ravula, 2000).

La forma mas comun de consumir probidticos es a través de alimentos
lacteos (e.g., leches fermentadas, yogurt, helado, quesos) que contienen especies
de Lactobacillus y Bifidobacterium (Gonzales et al., 2003). Para que un alimento
se considere un vehiculo eficiente de probidticos, es necesario que el cultivo de
interés permanezca viable en altas concentraciones durante el proceso de
elaboracion del producto y durante el tiempo de almacenamiento del mismo
(Gonzales et al., 2003). En este sentido hay estudios que han demostrado que
estos microorganismos pueden perder su viabilidad antes de llegar a su sitio de
accion, el tracto intestinal humano, debido a que su estabilidad fisiol6gica ha sido
mermada por los factores fisicos-quimicos del alimento, o por las condiciones
tecnoldgicas a las que ha sido sometido en el producto durante su elaboracién y/o
almacenamiento. Adicionalmente, se ha reportado una pérdida de viabilidad de las
bacterias probiéticas — en forma cepa dependiente, asociada con su paso a través
del sistema digestivo del huésped, lo cual se atribuye, entre otras cosas, a las
condiciones agresivas prevalentes (e.g., acidos y sales biliares) en el tracto
gastrointestinal superior (Ding y Shah, 2007; Mortazavian et al., 2007; Chavarri et

al., 2010). Asi pues, con el fin de garantizar los efectos benéficos en la salud se

10



recomienda que el nimero de bacterias viables y activas debe ser de 10°-
10%unidades formadoras de colonias por mililitro o gramo (UFC/mL o g) de
producto al momento de su consumo (Talwalkaret al., 2004; Songet al., 2013). De
esta forma, las investigaciones se han enfocado hacia el desarrollo de estrategias
gque permitan mantener la concentracion celular minima necesaria de los
probidticos en los productos y durante su paso por el tracto gastrointestinal, sitio
donde ejerceran su funcién (Ramos et al., 2013). Una de las alternativas mas
empleadas en la actualidad son las técnicas de microencapsulacion, las cuales
proveen una barrera fisica que protege a la bacteria a través de un material

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

Se han reportado diferentes métodos de microencapsulacion tales como
extrusion, lecho fluidizado y secado por aspersion, polimerizacién interfacial, coa-
cervacion y emulsion, entre otros. La seleccion del método para encapsular
depende de los costos, el tamafio de la cépsula, las propiedades fisicas y
quimicas de los materiales, la aplicacion y el mecanismo de liberaciébn deseado
(Anal y Singh, 2007).La emulsificacion es una técnica quimica utilizada en la
microencapsulacion de células probidticas vivas dando una alta tasa de
supervivencia de las bacterias. El procedimiento de emulsién permite la
produccién de microcéapsulas de diferentes tamafios especificos dependientes de
la variacion de la velocidad de agitacién y la relacion agua/aceite (Burgainet al.,
2011).

Por otra parte, el material protector debe reunir ciertas propiedades que
dependen de las caracteristicas quimicas del material encapsulado, la aplicacion,
las condiciones de almacenamiento y del proceso al cual serd expuesto. En este
sentido existe una gran variedad de materiales encapsulantes, los cuales incluyen
almidon, derivados de celulosa, gelatina, mezcla de xantano-gelatina, carrageno,
gomas (arabiga y guar), quitosano, maltodextrinas, proteinas de suero de leche y
alginatos (Chavarri et al., 2010; Jimenez-Prantedaet al., 2012).El alginato es un
hidrocoloide con alta capacidad higroscopica, de facil manipulacion e inocuidad.

Ademas, propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes, razén por las

11



cuales ha sido de gran interés para la industria alimentaria (Gohet al., 2012). Sin
embargo, a pesar de que el alginato ha mostrado ser adecuado para la
encapsulacion de diferentes microorganismos (e.g., Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, Enterococcus y Streptococcus), el gel presenta matrices porosas
y sensibilidad a pH extremos que condicionan tanto la liberacibn como la
proteccion de las bacterias. Estos inconvenientes pueden ser contrarrestados al
modificar la estructura del gel, al emplear sistemas mixtos poliméricos para la
formacién de matriz con quitosano (Chéavarri et al., 2010).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue implementar un sistema
mixto de matrices poliméricas para la microencapsulacién de cepas probioticas y
evaluar su eficacia para la proteccion de los cultivos bacterianos bajo condiciones

gastricas simuladas en un sistema dinamico.
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Il. REVISION BIBLOGRAFICA

2.1Bacterias Acido Lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se describen como un grupo de
microorganismo Gram-positivos, no esporulados, bacilos y cocos usualmente no
moviles, generalmente catalasa-negativos, nutricionalmente fastidiosos, &acido
tolerantes, no reductores de nitrato, no pigmentados, tolerantes de temperatura
entre 5y 50 °C, anaerobios obligados y en ocasional excepcion son anaerobios
aerotolerantes, producen acido lactico como producto final de la fermentacion de
carbohidratos. Los géneros que comprenden a las BAL son: Aerococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus,  Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella. EI género
Bifidobacterium, frecuentemente considerado como genuina BAL bajo el mismo
contexto, no esta relacionado filogenéticamente y tiene un modo Unico para la

fermentacion de azucares (Pfeiler y Klaenhammer, 2007).

La caracteristica principal por cual se les designa acido lacticas es por su
capacidad para fermentar los azucares produciendo acido lactico como producto
principal (Settanni y Moschetti, 2010). Estas se subdividen generalmente en dos
grupos en funcibn de su metabolismo de carbohidratos: EI grupo
homofermentativo, que lleva acabo la ruta glucolitica para transformar su fuente de
carbono a acido lactico. Y el grupo heterofermentativo, el cual produce cantidades
equimolares de lactato, CO,, etanol o acetato de glucosa en la explotacion de la
via fosfocetolasa (Vasilijevic y Shah, 2008).

La denominacién de “bacterias acido lacticas” enfatiza la importancia
comercial de su metabolismo; los usos industriales de las BAL incluyen la
produccion de Dextran, la produccion de ensilado y tal vez su papel mas
importante es la produccion de &cido lactico y su subsecuente aplicacion en

preservacion bioldgica de alimentos (Cueto-Vigil et al., 2010).
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En este sentido, una amplia variedad de alimentos son preservados por
fermentacién é&cido lactico, incluyendo leches fermentadas, aceitunas y vinos,
entre otros. Razon por la cual los principales nichos donde se pueden aislar las
BAL son plantas y productos lacteos fermentados industriales o artesanales. Por
otra parte, las BAL son habitantes enddgenos del tracto gastrointestinal humano, y
se cree que son uno de los habitantes dominantes del intestino delgado (Shuet al.,
1999; Pérez et al., 2007; Jensen et al., 2012).

Algunas BAL ademas de mejorar las caracteristicas sensoriales y la calidad
preservativa o nutrimental de los alimentos, contribuyen a mejorar la salud de
quienes los consumen. Esto hace que estén involucradas en la elaboracion de
alimentos funcionales, término aplicado a productos que contienen niveles
importantes de componentes bioldégicamente activos que ofrecen efectos
fisiolégicos deseables mas alla de la nutricion basica (Gonzalez et al., 2013).
Estos microorganismos son llamados probiéticos y los mas comunmente utilizados

y reportados incluyen los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium.
2.2 Probidticos

El término probidtico es una palabra de origen Griego que significa “por la
vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos
benéficos para los seres humanos y los animales. La observacion original de la
funcién positiva desempefiada por algunas bacterias se le atribuye a Elie
Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el Instituto
Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmé que "la dependencia de los
microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas
para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por
microbios utiles" (FAO/OMS, 2006). Metchnikoff destacé la longevidad y buena
salud de los campesinos bulgaros que consumian grandes cantidades de yogurt.
Suponia que el consumo de grandes cantidades de alimentos ricos en bacterias
lacticas eliminaba las bacterias formadoras de toxinas, mientras elevaba la
proporcion de bacterias lacticas y la flora intestinal mejoraba la salud,

incrementando las expectativas de vida (Amores et al., 2004).
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Por otra parte, Henry Tissier pediatra francés observé que los nifios con
diarrea tenian en sus heces un escaso numero de bacterias caracterizadas por
una morfologia peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bifidas” eran, por el
contrario, abundantes en los niflos sanos. Sugiridé la posibilidad de administrar
estas bacterias a pacientes con diarrea para facilitar el restablecimiento de una
flora intestinal sana. Las obras de Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las
que se hicieron propuestas cientificas con respecto a la utilizacion probidtica de
bacterias, aun cuando la palabra "probi6tico” no habia sido acufiada sino hasta
1960 (FAO/OMS, 2006).

En el afio 1965, surge el término “probidtico” relacionado directamente con
los productos lacteos fermentados, cuando Lilly y Stilwell lo utilizaron para
describir aquellas sustancias secretadas por un microorganismos que estimulan el
crecimiento de otro, en contraposicion al término “antibiético”, entendido como
cualquier compuesto quimico utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de
organismos infecciosos. Sin embargo, Parker fue el primero en usar “probiéticos”
de acuerdo con el sentido que hoy conocemos, es decir, organismos y sustancias

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

En 1989 Fuller adapto la definicion de probidtico hecha por Parker, con
objeto de destacar el caracter microbiano de los probidticos, definiendo de nuevo
el término como "un suplemento dietético a base de microbios vivos que afectan
beneficiosamente al animal huésped mejorando su equilibrio intestinal". Havenaar
y Huis in 't Veld en 1992 propusieron una definicion muy similar: "un monocultivo o
cultivo mixto viable de bacterias que, cuando se aplica a animales o seres
humanos, afecta beneficiosamente al huésped mejorando las propiedades de la

flora aut6ctona”.

En 2002, un comité de expertos, convocados por la Organizacion Mundial
de la salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones para la Agricultura y la

alimentacion (FAQO), definieron a los probidticos como “microorganismos vivos que,
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cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud
del huésped” (FAO/OMS en 2006).

Las bacterias probidticas, principalmente las acido lacticas, se utilizan como
adyuvantes en los alimentos para proporcionar una amplia variedad de beneficios
para la salud. La colonizacién del intestino por bacterias probioticas previene
crecimiento de bacterias dafiinas por la exclusion competitiva y mediante la
produccion de acidos organicos y compuestos antimicrobianos (Moyano et al.,
2008).

En pocos afos los probioticos han evolucionado desde el uso de bacterias
pioneras, como Lactobacillus acidophillus, hasta la gran variedad que existe
actualmente con varios tipos de Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterococcus e incluso algunos hongos y levaduras como Aspergillus oryzeay
Sacharomiyces boulardii (Cuadro 1). Ademas, se ha incluido a E. Coli Nissle, cepa
no patégena que compite con su homologo patdgeno, que tantos problemas causa
(Amores et al., 2004). Sin embargo, los microorganismos probioticos mas
utilizados y comercializados en los alimentos en todo el mundo pertenecen a los

géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium.

El tipo de vehiculo mas comun portador de microorganismos probiéticos
son las leches fermentadas, las cuales pueden ser el resultado de una
fermentacién desarrollada con un solo tipo de microorganismo probidtico y
contener bacterias vivas y diversos compuestos generados durante la
fermentacién (Escalante, 2001). Sin embargo ya se han reportado otras matrices
fermentadas como embutidos, cereales y pepinillos entre otros (Furtado et al.,
2013).

La seleccion de una cepa como probidtico requiere que sus efectos
benéficos sean demostrados cientificamente, que la cepa sea segura para uso
humano, que sea estable contra acidos y sales biliares, y que se adhiera a las

células de la mucosa intestinal, asi como que también excluya o reduzca la
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presencia de agentes patdogenos y colabore en la formacion de una flora normal

equilibrada (Amores et al., 2004).

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

Lactobacillus Bifidobacteri Lactt us Strept cus Enter Bacillus Otras especies

L. acidophilus B. bifidum L. lactis 8. termophilus  E. faescium B. subtilis Saccharomyces
cerevisiae

L. buigaricus B. longum L. cremoris S. lactis E. faecalis B. coagulans  Saccharomyces
boulardii

L. rhamnosus GG B. infantis L. diacetylactis Leuconostoc spp.

L. casei B. breve E. coli Nissle

L. kéfir B. lactis

L. brevis B. adolescentis

L. reuteri

L. helveticus

L. platanrum

L. johnsonii

L. sallvarius

2.2.1 Mecanismos de accién

En la actualidad se han propuesto diferentes vias por las cuales los
probiéticos ejercen sus efectos benéficos. Sin embargo, los mecanismos aun no
se conocen con exactitud. Se piensa que éstos pueden actuar acidificando la luz
intestinal, segregando sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos
patébgenos (Figura 1), consumiendo nutrientes especificos o0 uniéndose
competitivamente a los receptores intestinales de forma que mantienen la flora

intestinal y evitan la accion de gérmenes patégenos (Ferrer y Dalmau, 2001).
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Figura 1.Comportamiento de los probiéticos contra los patégenos (protexin

-

veterinary, 2004).

Por otra parte, las bacterias probiodticas pueden modificar la respuesta
inmune aumentado la secrecion de IgA especifica frente a rotavirus, facilitan la
captacion de antigenos en la placa de Peyer. Adicionalmente se ha propuesto que
los probidticos producen enzimas hidroliticas y disminuyen la inflamacién

intestinal.

Se ha postulado que los probidticos presentan un efecto
hipocolesterolémico a través de diferentes mecanismos a saber, aumento de la
actividad de las hidrolasas de las sales biliares, las cuales se unen al colesterol y
ayudan a su eliminacion, mediante la produccion de triglicéridos de cadena corta,
los cuales inhiben la sintesis de colesterol, lo redistribuyen desde el plasma al
higado y, por conjugacién de las sales biliares, el colesterol no se reabsorbe y es
utilizado para la sintesis novo de sales biliares (Ferrer y Dalmau, 2001; Nomoto,
2005).

El efecto anticarcinogénico de los probidticos se ha asociado a la supresion
del crecimiento de bacterias productoras de B-glucuronidasa y la B-glucésidasa,
enzimas que convierten los procarcindgenos en carcinégenos (Amores et al.,
2004).
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2.2.2 Benéficos para la salud

A partir de lo expuesto por Metchnikoff, se han atribuido una serie de efecto
benéfico para la salud a microorganismos probioticos y a los alimentos que los
contienen. Algunos de estos beneficios han sido bien documentados vy
establecidos; sin embargo, otros solo han demostrado un potencial prometedor en
modelos animales. Un aspecto muy importante que se debe destacar sobre los
beneficios a la salud impartidos por las bacterias probioticas es que éstos son
cepa-especifica (Cuadro 2); es decir, no existe una bacteria universal que provea
todos los efectos benéficos propuestos, aun cuando se trate de cepas de la misma
especie (Vasilijevic y Shah, 2008).

Cuadro 2. Efectos benéficos en la salud de algunos microorganismos probiéticos
(Vasilijevic y Shah, 2008).

Microorganismo Efecto benéfico

L. acidophillus Equilibrio en la flora intestinal, efecto en sistema inmunitario

LC1

L. acidophillus Reduccion de la actividad de enzimas procancerigenas, diarrea

NCFCO1748 y constipacion

L. acidophillus Reduccién de la actividad de enzimas procancerigenas

NCFM

L. jonsoniiLAl Inmuno estimulador, tratamiento de gastritis y ulceras

L. rhamnosus Inmuno estimulador, tratamiento para diarrea e inflamacion del

GG intestino

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

L. casei Promotor del crecimiento y de la viabilidad de probid6ticos

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

S. thermophilus Inmuno estimulador, mejora la digestién de lactosa
S. boulardii Prevencion de diarrea y tratamiento de colitis

Entre de las propiedades importantes que se han atribuido a los probidticos
se incluyen la prevencion y el tratamiento de trastornos gastrointestinales,
reduccion de la intolerancia a la lactosa, modulacion de la respuesta inmunitaria
del huésped, prevenciéon del cancer y de enfermedades -cardiovasculares

(reduccién de colesterol en suero y los lipidos) (Minalliet al., 2004).
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La intolerancia a la lactosa es un problema que padece el 50-70% de la
poblacion mundial en distinto grado. Este problema es debido a la ingestién de
productos que contienen lactosa (principalmente leche no fermentada) y los bajos
niveles de b-galactosidasa intestinal. La lactosa es una sustancia osmaoticamente
muy activa y su presencia en la luz intestinal ocasiona la salida de fluidos e iones
de la mucosa intestinal al exterior hasta alcanzar el equilibrio osmético. Esto
ocasiona una diarrea profusa. La ingestién de probiéticos de forma continua, ha
permitido reducir considerablemente la mala absorcion de la lactosa. Este efecto
parece deberse al aporte de b-galactosidasaexdgena proporcionada por
Streptococcus termophillus y Lactobacillus bulgaricus del yogurt. El transito
intestinal se ralentiza permitiendo una mejor hidrélisis de la lactosa y la posterior

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

Las opiniones en cuanto a la cantidad necesaria de microorganismos para
llevar a cabo los diferentes efectos benéficos es variable. De manera general, se
ha establecido que la concentracion minima necesaria para que los alimentos
sean considerados como probiéticos, debe de ser> 10° UFC/mL de bacterias

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

Cuando las bacterias probidticas son empleadas para desarrollar nuevos
alimentos funcionales, se desea que las bacterias sean capaces de adaptarse a
un acarreador conveniente o un sustrato fermentable (e.g., leche) y que el
producto final tenga una vida de anaquel y atributos sensoriales aceptables como
color, sabor y textura. También se requiere que las bacterias probioticas presentes
en el producto permanezcan viables, en suficiente nimero y metabdlicamente

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

2.3.1 Funcidn del sistema digestivo

El sistema digestivo abarca el conjunto de o6rganos relacionados
directamente con el proceso de digestion y absorciébn de los nutrientes. Este
sistema presenta seis partes claramente diferenciadas (Latarjet y Ruiz Lizard,
2008).

1) La boca, lugar de entrada de los nutrientes y donde se realiza su
degustacion, desintegracion y lubricacion. En la cavidad bucal se encuentran
alojados los dientes, lengua y glandulas salivales. Los alimentos se dividen en
particulas mas facilmente digeribles al ser cortados con los dientes y masticados
con los posteriores. La digestibn comienza cuando la saliva que procede de las
glandulas salivales recubre estas particulas con enzimas digestivas. La saliva
también contiene anticuerpos y enzimas, como la lisozima, que fraccionan las

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

2) El eséfago, es un tubo muscular de paredes finas, recubierto
interiormente de una membrana mucosa, que conecta la garganta con el
estdmago. El alimento proveniente de la boca no baja por efecto de la fuerza de
gravedad sino debido a unas ondas ritmicas de contraccion y relajacion muscular,
gue se denominan peristaltismo. El peristaltismo representa un mecanismo

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

3) El estbmago es un 6rgano muscular grande que consiste en tres
regiones: el cardias, el cuerpo (fundus) y el antro. Este sirve como &rea de
almacenamiento para los alimentos, contrayéndose ritmicamente y mezclandolos
con aproximadamente 2.5 L de jugos gastricos, los cuales estan constituidos por
sustancias importantes: moco, acido clorhidrico y enzimas que fraccionan las
proteinas (e.g., pepsina). El acido clorhidrico provee el ambiente fuertemente
acido (pH 1.5-3.5) necesario para que la pepsina fraccione las proteinas. Esta

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

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

4) El estomago libera su contenido al duodeno, primer segmento del
intestino delgado. Cuando éste se llena, el duodeno indica al estbmago que

detenga el vaciamiento.

5) Intestino delgado. El duodeno, primera porcion del intestino delgado,
recibe enzimas del pancreas y bilis del higado. Estos liquidos llegan al duodeno a
través del esfinter de Oddi y contribuyen de forma importante a los procesos de
digestién y absorcion, asi como a eliminar microorganismos que entran con la
comida. El peristaltismo también ayuda a la digestién y a la absorcion al revolver
los alimentos y mezclarlos con las secreciones intestinales.

El yeyuno y el ileon forman el resto del intestino delgado, son localizados a
continuacion del duodeno. Esta parte del intestino es la responsable principal de la
absorcién de grasas y otros nutrientes. La pared intestinal libera moco y agua, que
lubrican y disuelven el contenido intestinal, ayudando a disolver los fragmentos
digeridos. También se liberan pequefias cantidades de enzimas que digieren las
proteinas, los azucares y las grasas, ademas de que presentan actividad

antimicrobiana (Gopalet al., 2001).

5) El intestino grueso, dividido también en tres zonas: ciego, colon y recto,
es donde se dirige el material residual, teniendo lugar en un proceso de absorcion
selectiva de electrolitos y agua, y la formacion de las heces que seran excretadas
por el ano.

6) El ano es la abertura que existe al final del tracto gastrointestinal, por la
cual los materiales de desecho abandonan el organismo. El ano esta formado en
parte por las capas superficiales del organismo, incluyendo la piel y, en parte, por
el intestino. Esta recubierto por una capa formada por la continuacion de la piel.

Un anillo muscular (esfinter anal) mantiene el ano cerrado.
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2.3.1.1 Uso de sistemas gastrointestinales simulados como herramienta para
evaluar la viabilidad de probioticos

Varios sistemas han sido desarrollados para simular las condiciones
fisicoquimicas in vitro presentes en el tracto gastrointestinal humano para el
estudio de la viabilidad de bacterias probidticas. Dichos sistemas incluyen modelos
sencillos, donde las bacterias probioticas son tratadas de forma discontinua con
soluciones acidas y posteriormente con soluciones de bilis hepatica. Sin embargo,
estos modelos simplifican el evento en el tracto gastrointestinal humano y estan
limitados en su capacidad para simular los aspectos dinAmicos de los procesos in
vivo (Cook et al., 2012).

Por otra parte, sistemas mas complejos que simulan el tracto
gastrointestinal humano permiten ademas estudiar las interacciones de las
bacterias probidticas la microbiota intestinal o determinar el efecto de las bacterias
probidticas y productos simbidticos dentro del entorno microbiano intestinal. En
este sentido, modelos de transito compartimental se han desarrollado durante
afos y se han hecho algunos avances para desarrollar aparatos de disolucion con
base en modelos multicompartimentales tales como los modelos continuos
constituidos de diferentes cadmaras para simular los principales compartimentos
del TGI, a saber estobmago, el duodeno, el yeyuno y el ileon, lo cual permite
evaluar las enzimas digestivas que se producen durante la digestion de alimentos,
varios valores de pH y concentraciones biliares en tiempos variables con el fin de
determinar la supervivencia de la cepa(s) bajo estudio (Latarjet y Ruiz-lizard,
2008).

Otros estudios de viabilidad de las bacterias probiéticas se han realizado in
vivo en intestino de cerdo. Sin embargo, debido a la complejidad de estos
sistemas, algunas limitaciones tales como reproducibilidad y respetabilidad de
resultado, el costo de cada prueba pueden impedir el uso de estos sistemas (Cook
etal., 2012)
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2.3.2 Estabilidad de las bacterias probidticas antes y durante su paso por el
tracto gastrointestinal humano.

La elevada acidez en el estbmago y la alta concentracion de componentes
biliares en la porcion proximal del intestino delgado son condiciones normales del
tracto gastrointestinal (TGI) humano que por definicion las bacterias probioticas
deben de ser capaces de resistir. La estabilidad que exhiben las bacterias
probioticas a éste ambiente hostil esta basada en las caracteristicas individuales
de su pared celular y/o en la capacidad que tiene de responder a condiciones de
estrés, sintetizando una gran variedad de proteinas particulares, las cuales
promueven el mantenimiento del pH interno, la translocacion de las sales biliares,
regular la presion osmotica de la célula, asi como catalizar la hidrdlisis de las sales
biliares conjugadas, lo que les permite sobrevivir por un corto periodo en estado
no proliferativo bajo estas condiciones, adherirse, y colonizar asegurando asi su
funcionalidad. Esta capacidad varia entre cada especie, y hasta el momento no se

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

En algunas ocasiones, la estabilidad de las bacterias probidticas se ve
comprometida mucho antes de que éstas sean expuestas a las condiciones
normales del TGI, ya que durante el procesamiento y almacenamiento de la matriz
alimentaria por la cual son administrados, su estabilidad pueden ser afectadas por
factores como la acidificacion del producto, produccion de peréxido de hidrégeno,
limitada disponibilidad de nutrientes, presencia de oxigeno debido a la
permeabilidad del envase, presion osmética, temperatura de almacenamiento y

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

Por tal motivo, en ocasiones es necesario proteger a las bacterias
probidticas de tal manera que les dé estabilidad y les permita mantener su

viabilidad durante su paso a través del TGl humano.

2.4 Microencapsulacién de microorganismos probidticos

Una de las alternativas para mantener la viabilidad de los probidticos

durante su paso por el tracto gastrointestinal, es a través de la microencapsulacion
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de las bacterias, es decir inmovilizarlas en una matriz protectora. La
microcapsulacién es un proceso en el que las células se retienen dentro de una
matriz 0 membrana semipermeable, esférica, ligera, y resistente que rodea un
centro sélido/liquido con un didmetro que varia entre micras y milimetros. En esta
tecnologia se emplean biopolimeros de calidad alimentaria como el alginato, el
quitosano, la carboximetilcelulosa, la carregenina, la grenetina y la pectina
principalmente (Krasaekoopt et al., 2003).

2.4.1 Sobrevivencia de los probi6ticos microencapsulados bajo condiciones
gastrointestinales

Los probidticos durante su transito gastrointestinal deben de sobrevivir y
llegar en concentraciones adecuadas de modo que sea viable y pueda ejercer su
funcion en el sitio de accion deseado. Cuando un probidtico es microencapsulado
se tiene que considerar la fisiologia del tracto gastrointestinal, para el control de la

liberacion de las microcépsulas (Figura 2).

o Esdfago 7.0 10-14 segundos
A Estomago 1-2.5 ( hasta 5 Medio vacio 80.5
alimentos) minutos

B Intestino delgado 6.15—-7.5 3.2%1.6 h
proximal

C Intestino delgado 6.80 —7.88
distal

D Colon ascendente 5.6 -6.72 Muy variable,

5.20 — 7.02 depende 'de la
evacuacidndel
intestino

e Colon descendente

Figura 2. Condiciones prevalentes en el proceso gastrointestinal (Cook et al.,
2012).

La mecanica de liberacion de las bacterias microencapsuladas es
accionada por la degradacion, la desintegracion o disolucién de la formulacion ya
gue las bacterias generalmente son grandes para difundirse desde dispositivos de

suministro tradicionales. A lo largo del tracto Gl hay varios métodos posibles para
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la entrega, basada en el pH, el tiempo, las presiones peristalticas y la fermentacion
bacteriana (Cook et al., 2012).

Después de la ingestiébn, un probiético microencapsulados pasara
rapidamente a través del eséfago (teniendo alrededor 5 minutos) para llegar al
estbmago, punto en el que se espera la mayor pérdida de viabilidad de las

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

2012).

El pH, y el tiempo de transito a través del estbmago varian generalmente
entre los individuos, y depende de muchos factores, tales como el tipo de
alimentacion y la edad. Los valores de pH del estbmago se encuentran dentro de
1-2.5 dependiendo del tiempo de ayuno (Crook et al., 2012). El tiempo de vaciado
gastrico es también muy variable y se describe con frecuencia entre 5 miny 2 h;
sin embargo, el tiempo de vaciado gastrico medio se ha estimado usando pruebas
de aliento alrededor de 80.5 min (McConnell et al., 2008).

El vaciado del contenido gastrico es generalmente el resultado de la accion
peristaltica conocido como el complejo de la migracion mioeléctrica, mientras que
el esfinter pilérico asegura la retencién de contenidos grandes y suficientemente
digeridos. Como resultado, las particulas mas pequefias se mantendran durante
un periodo de tiempo mas corto. El estbmago tiene una capacidad de fluido de
hasta aproximadamente 1.5 L. pero por lo general contiene s6lo 50 mL en un
estado de ayuno. Ademas de acido, el estbmago también contiene pepsina, una
enzima proteolitica, que degrada las proteinas. La pepsina es producido por la
escision auto-catalitica de su zimdgeno precursor, pepsindgeno, y es activa al pH
bajo del estbmago (Crook et al., 2012).

Las microcapsulas después del paso a través del estbmago, transitan en el
intestino delgado donde el tiempo de permanencia fluctua de 3.2 + 1.6 h, con un
pH estimado que se encuentre en el intervalo de 6.15-7.35 en la region proximal,
aumentando a pH 6.80-7.88 en el intestino delgado que las capsulas alcanzan el
intestino grueso en cuyo punto el pH disminuye ligeramente a pH 5.6-6.72 en el
colon ascendente, y el pH 5.20-7.02 en el colon descendente. Como las
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microcapsulas descienden por el tracto gastro intestinal, la cantidad relativa de
liquido presente disminuird a medida que el contenido se compactan en las heces.
En el intestino grueso se encuentra una microbiota enddgena de especies
bacterianas que ofrecen la oportunidad para la liberaciéon de la microcapsulas,
estas especies bacterianas degradan el material de la microcapsula
(polisacaridos) y permite la liberacion de las bacterias probitticas (Crook et al.,
2012).

2.4.2 Microencapsulacién por el método de emulsidn/gelificacién interna

La emulsificacion es una técnica quimica que se usa para encapsular
células probioticas vivas con el uso de hidrocoloides (alginato, carragenano y
pectina) como materiales de encapsulacion. La técnica para formar una emulsion
es facil, escalable y permite una alta tasa de supervivencia de las bacterias. Las
capsulas obtenidas tienen un diametro pequefio, pero el principal inconveniente de
este método es que proporciona una gama de gran tamafio y forma. El
procedimiento de emulsién permite la produccion de microcapsulas en el que
tamafo especifico dependera de la variacion de la velocidad de agitacion y la
relacion agual/aceite. Las perlas de gel se puede introducir en una segunda
solucion de polimero para crear una capa de recubrimiento que proporciona una
proteccion adicional a la célula o tal vez dar mejores propiedades organolépticas
(Burgainet al., 2011).

La gelificacion i6nica se basa en la liberacion de i6n calcio un complejo
insoluble en una solucion de alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por
acidificacion de un sistema aceite-acido soluble, con participacion en la fase
acuosa del alginato (Songet al., 2013). De acuerdo con esta técnica, a la fase
acuosa, generalmente formada por el alginato y el carbonato de calcio, se le
adiciona la fase oleosa (aceite vegetal, Span® y acido acético) y se producen las

siguientes reacciones:
a) Difusion del acido acético desde la fase oleosa a la acuosa

CH3;COOH(0) CH3COOH(a)
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b) EIl hidrogenion es liberado del acido acético a la fase acuosa
CH3COOH — H" + CH3COO

c) El calcio es liberado por la reaccion entre el hidrogenion y la sal insoluble
de calcio

d) El gel de alginato se forma gradualmente a través de la reaccion entre el
calcio y los residuos de los &cidos glucuronicos de la cadena, formandose
la estructura que se conoce como “caja de huevos” (Figura 3) en la que,

metaféricamente, los huevos serian los iones de calcio

Alg + Ca " — Ca (Alg),
coor _
0 S
. Ca2+
_+ ]
OH
ol1—+4

G('C,) —»G('Cy)

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

El gel de alginato de calcio formado es permeable a moléculas solubles en
agua, cuyos pesos moleculares sean menores a 5000 Dalton. Moléculas mayores
también pueden difundir a través del gel, pero si el peso molecular excede los
10,000 Dalton, la difusibn no ocurre. La excepcion a esto, la constituyen los
lipidos, que permanecen en la matriz aun cuando sean de peso molecular bajo
(Martin et al., 2009).

2.4.3 Alginato como material encapsulante

El alginato es un polimero natural, polisacarido lineal no ramificado
compuesto de proporciones de 1-4 enlazadas B- D -manurénico (M) y a- L
guluronico-(G) acidos, que tiene la capacidad de formar un gel ligeramente cuando
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se encuentra con algun catién divalentes tales como Ca*? ( preferiblemente usado
debido a la biocompatibilidad) y Ba™. Es reconocido como un material
generalmente seguro (GRAS, por sus siglas en ingles) por la FDA, y la ingesta
diaria admisible es “no especificada”, que es la clasificacion mas alta posible para
los aditivos alimentarios (Songet al., 2013). El alginato ha sido ampliamente
utilizando como matriz para la microencapsulacion de los probiéticos durante
varios afios. Por otra parte, las propiedades mecanicas y fisicoquimicas del gel de
alginato se puede mejorar utilizando polimeros tales como quitosano y poli-L-lisina
(Yu et al., 2010).

Los hidrogeles de alginato se utilizan ampliamente en la encapsulacion de
células y alginato de calcio se prefiere para la encapsulacion de los probiético
debido a su sencillez, no toxicidad, biocompatibilidad y bajo costo. Sin embargo,
algunas desventajas se atribuyen al uso de alginato. Por ejemplo, perlas de
alginato son sensibles al ambiente acido, que no es compatible para la resistencia
de las microparticulas en las condiciones del estomago. Ademaés, las
microparticulas obtenidas son muy porosas, lo cual es un inconveniente cuando el
objetivo es proteger las células de su entorno. Sin embargo, los defectos pueden
ser compensados por la mezcla de alginatos con otros compuestos de polimero de
recubrimiento, las capsulas por otro compuesto o la aplicacibn de modificacién
estructural del alginato mediante el uso de diferentes aditivos (Mortazavianet al.,
2008).

Por ejemplo, alginato mezclado con quitosano se usa comunmente y se ha
demostrado que este método da como resultado una mejora de la eficacia de

encapsulacién de probioticos (Burgain et al., 2011).

2.4.4 Quitosano como material de revestimiento en las microcapsulas

El quitosano, biopolimeros producto de la desacetilacion de la quitina
polisacarido que estd ganando importancia en el campo de la alimentacion y
farmacéutica debido a su caracter Uunico polimérico catidnico, buena

biocompatibilidad, no toxicidad y biodegradabilidad. El quitosano puede ser aislado
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de caparazones de crustaceos, cuticulas de insectos y las membranas de hongos.
Las propiedades del quitosano varian de acuerdo a su fuente de aislamiento. Los
términos quitina y quitosano no se refieren a compuestos especificos, sino a dos
tipos de copolimeros, que contiene los dos residuos de mondmero anhidro- N -
acetil- D -glucosamina y anhidro- D -glucosamina, respectivamente. Con el fin de
lograr una estabilidad suficiente, perlas de gel de quitosano y microesferas pueden
ser reticuladas iGnicamente con polifosfatos y alginato soédico (Anal y Singh, 2007).

Este componente no ha mostrado una buena eficacia para aumentar la
viabilidad celular mediante la encapsulacion y se utilizan preferentemente como
capa, pero no como una capsula (Mortazavianet al.,, 2008). De hecho, la
encapsulaciéon de bacterias probidticas con alginato y un recubrimiento de
quitosané (Figura 2) forman una matriz que ya no esta en condiciones porosas y
no presenta sensibilidad a pH extremos proporcionando proteccion en condiciones
simuladas de gastro y por lo tanto, es una buena manera de entrega de células
bacterianas viables al tracto intestinal (Burgain et al., 2011).
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[I. JUSTIFICACION

Los principales factores que influyen la viabilidad de los probidticos en
condiciones del TGI son la matriz alimentaria, las condiciones adversas del TGl
generadas por la lisozima en la saliva, el pH muy bajo en el estbmago, y las sales
biliares y gastro-enzimas en el intestino delgado. Las técnicas de
microencapsulacion permiten la proteccion de diferentes principios activos,
incluyendo microorganismos, que bajo tales condiciones sufren degradacion y
pérdida de sus propiedades benéficas para la salud. El alginato es un material
adecuado para la microencapsulacién por ser biocompatible, no toxico y
degradable. Al emplear sistemas mixtos poliméricos con quitosano para la
formacion de la matriz se mejoran las propiedades fisico-quimicas del sistema, se
incrementa la eficiencia de encapsulacion y rinde mayores tiempos en la liberacion
del principio activo. En este orden de ideas, es factible la posibilidad de combinar
técnicas de microencapsulacion incorporando sistemas mixtos poliméricos
resultando en un producto final que permita proteger a los compuestos
encapsulados de factores adversos mejorando asi su estabilidad y
biodisponibilidad.
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V. OBJETIVOS

4.1 General

Implementar un sistema mixto de matrices poliméricas para la
microencapsulacién de cepas probidticas y evaluar su eficacia para la proteccién
de los cultivos bacterianos bajo condiciones gastricas simuladas en un sistema

dinamico.
4.2 Especificos

# Determinar la capacidad de crecimiento y resistencia de bacterias
probidticas libres a bajos valores de pH y seleccionar aquellas sensibles.

* Caracterizar el sistema de matrices poliméricas por el método de emulsion
para la obtencion de microcapsulas

% Obtener bacterias probidticas microcapsulas en una matriz de alginato-
quitosano.

+ Evaluar la eficacia de la microencapsulacion para proteger la viabilidad de
las bacterias probioticas bajo condiciones géastricas simuladas empleando

un sistema dinamico.
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V. Materiales y Métodos

5.1 Cultivos bacterianos y condiciones de propagacion

Los 22 cultivos bacterianos utilizados en el presente estudio pertenecen al
cepario de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos de la Coordinacion de
Tecnologia de Alimentacion de Origen animal (CTAOA) del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C). Algunas de las
cepas fueron cedidas por colaboradores de diferentes Centros de Investigacion,
mientras que otras fueron aisladas de diferentes productos probio6ticos (Cuadro 3)
siguiendo la metodologia propuesta por Hernandez-Mendoza et al., (2009). Todos

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

Cuadro 3.Cultivos probioticos empleados en el estudio

Cepa Caddigo Proveedor/Fuente

B. longum R0175 B1-R0175

L. hevgeticus ROO52 Lc-ROO52 Maramor chocolates ™

L. fermentum NRRB-B1932 L. ferm 2

L. rhamnosus ATCC 13075 L. rha

L. rhamnosus NRRL B-442 L. rha 442

L. casei NRRLB-1922 Lc-B1922 Universidad de la Américas, Puebla.Lab. Dr.
L. plantarum NRRLB-4496 L. pla 4496 Aurelio Lopez Malo

L. acidophillus NRRLB-4495 La-B4495

L. acidophillus ATCC 4796 L. ac

L. casei DPC3968 Lc-3968

L. reuteri NRRL-14171 Lr-14171 Unidad de Investigaciéon y Desarrollo de
B. bifidum NCFB 2715 Bb-2715 Alimentos-ITV, Lab. Dr. Hugo Garcia Galindo
s crut LR voqubr s

L. casei L30 Lc-L30

L. casei L9 Lc-L9

L. casei ATCC 334 Lc-334 . . . .

L casel 12A o122 Universidad de Wisconsin, Lab. Dr. JamesSteele
L. casei 21/1 Lc-21/1

L. casei 7R1 Lc-7R1

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

L. casei Shirota Lc-shi Yakult®, Japan Inc.
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Previo a cada experimento, las cepas fueron reactivadas en caldo MRS (de Man,
Rogosa and Sharpe, BD-Difco™, Le Pont de Claix, Francia, pH 6.2) y propagadas
mediante cuatro sub-cultivos rutinarios. Cada sub-cultivo involucré un inoculo del

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

5.2Evaluacién de la capacidad de crecimiento de las bacterias probidticas
libres a diferentes valores de pH

Las bacterias obtenidas a partir del dltimo sub-cultivo (12 h) de
propagacion, fueron recuperadas por centrifugacion (5000 rpm, 10 °C, 10 min) y
suspendidas en 1 mL de una solucion amortiguadora de fosfatos salinos (PBS, pH
7) estériles. De ésta suspension se tomo6 una alicuota (2%) y se inoculé en caldo
MRS preparado a diferentes valores de pH (2, 3, 4, 6.2). Los cultivos fueron
incubados durante 24 h a 37°C (Figura 4).Durante el periodo de incubacion se
determiné el crecimiento bacteriano por el método de vaciado en placa, tomando
muestras a diferentes tiempos (0, 4, 24 h). Las placas fueron incubadas en
anaerobiosis a una temperatura de 37°C durante 48 h. La cuenta viable se realiz6
por duplicado y todas las colonias visibles fueron contadas, los resultados fueron

expresados como log;o UFC/mL.

5.3Evaluacién de la capacidad de resistencia de las bacterias probioticas
libres a diferentes valores de pH

A partir de los cultivos bacterianos suspendidos en PBS (ver seccién
anterior), se transfiri6 una alicuota (2%) a diferentes soluciones de PBS (7M)
ajustadas a valores de pH (2, 3, 4, 7). Dichas soluciones fueron incubadas durante
24 h a 37°C (Figura 5). La capacidad de resistencia fue determinada evaluando la

cuenta viable en muestras tomadas a las 0, 4, 24 h.
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5.4 Microencapsulacion de las bacterias probidticas por el método de
emulsién/gelificacién interna

5.4.1 Preparacion del cultivo

Aquello cultivos que mostraron la menor capacidad para crecer y sobrevivir
en condiciones de bajos valores de pH, fueron seleccionados para ser
microencapsulados y evaluar su viabilidad bajo condiciones gastrointestinales
simuladas. Para ello las cepas fueron propagadas mediante dos sub-cultivos en
caldo MRS (pH 6.2) que involucraron un inoculo del 1%, incubacién durante 18 y
12 h, respectivamente, a una temperatura de 37°C. Las bacterias fueron
recuperadas por centrifugacion (5000 rpm, 10°C, 10 min), y el paquete celular
obtenido fue resuspendido en 5 mL de PBS para obtener una concentracion

celular de 10° UFC/mL de cada cepa.

5.4.2 Preparacion del sistema de matrices poliméricas por el método de
emulsion

5.4.2.1 Preparacion del alginato de sodio, de la mezcla alginato-bacteriay del
guitosano
La solucion de alginato de sodio se preparé de acuerdo a la metodologia

propuesta por Chandramouli et al. (2004). En breve, 1.8 g de alginato de sodio
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Estados Unidos de Norteamérica) fueron
diluidos en agua destilada y aforados a un volumen de 100 mL. La solucién
preparada presentd un valor de pH de 6.9. Posteriormente, 0.5 g de quitosano
(Sigma) fueron disueltos en 100 mL de una solucion de &cido acético (Sigma) al
0.25%. La solucion final presentd un valor de pH de 5. Por otra parte, se preparé
una solucién (0.4 %) de CacCl, (Sigma). Todas las soluciones fueron esterilizadas
en autoclave (121 °C, 15 min) (Ding y Shah, 2009).

Finalmente, las bacterias probioticas resuspendidas en 5 mL de PBS fueron
incorporadas en los 100 mL alginato de sodio (Ding y Shah, 2009).

5.4.2.2 Preparacion de la emulsion y bacterias microencapsuladas

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

en 250 mL de aceite de girasol grado comestible (Liquids Chemical of México, S.A.
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de C.V.) adicionado con 4mL de sorbitan monooleato (Span® 80, Sigma). La
mezcla se agité (700 rpm) con ayuda de un agitador magnético durante 15 min
(Figura 6). Posteriormente, se adicionaron 5 mL de &cido acético glacial y se agitd
por otros 15 min. Una vez trascurrido el periodo de agitacion se adicioné 50 mL de
la solucién de CacCl, y se mantuvo en agitacion durante 30 minutos. Finalmente, la
mezcla se dejo reposar hasta obtener una separacion visual de las microcapsulas.
Estas fueron recuperadas por filtracion y se lavaron (3 veces) con polisorbato
(Tween®80, Sigma) y agua libre de iones (Figura 7) (Poncelet et al., 1992, Ding y
Shah, 2009, Chandramouli et al., 2004).

Figura 6.Preparacion de la emulsion

Figura 7. Filtracion y lavado de las microcdpsulas en condiciones asépticas.
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5.4.2.3 Recubrimiento con quitosano

Las microcapsulas obtenidas en la seccidén anterior fueron sumergidas en
una solucién de quitosano al 0.5% y mantenidas en agitacion durante 30 minutos.
Posteriormente, las microcapsulas recubiertas con quitosano fueron filtradas y
lavadas con agua libre de iones. Finalmente, fueron depositadas sobre papel filtro
(Whatman', GE Healthcare, Amersham Inglaterra Ltd.)Y almacenadas en
condiciones estériles a temperatura ambiente (25°C) durante 24 h para eliminar

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

5.5 Recuento de bacterias microencapsuladas

Para determinar la concentracion de bacterias viables atrapadas en las
microcapsulas se empled la metodologia propuesta por Chandramouli et al. (2004)
y Chavarri et al. (2010), con algunas modificaciones. En breve, 1g de cépsulas se
resuspendieron en 10 mL desolucion amortiguadora de citrato de sodio (0.1M,
pH7, Sigma) estéril. La solucion fue incubada durante 1 h a 37°C. Posteriormente,
ésta fue homogenizada mediante agitacion mecanica (Seward Ltd
STOMACHER®80 biomaster, Alemania) a una velocidad de 300 rpm durante 15
min (Figura 8). Una vez transcurrido el periodo de agitacion, muestras de 1 mL
fueron diluidas en agua peptonada estéril con posteriores diluciones seriadas.

Alicuotas de 1 mL fueron plaqueadas por el método descrito en la seccion 5.2.

4

Figura 8. Homogenizacion de las microcapsulas

38



5.6 Evaluacion de la sobrevivencia de bacterias probioticas libres y
microencapsuladas durante un proceso gastrointestinal dinamico simulado

Todos los reactivos empleados para este ensayo fueron adquiridos en
Sigma. El sistema gastrointestinal dinamico de tres compartimentos (Figura 9 y 10)
empleado en este estudio fue similar al propuesto por Kabak y Ozbey (2012). Las
bacterias probiéticas libres fueron propagadas y obtenidas (10° UFC/mL) de
acuerdo a las metodologias citadas en las secciones 5.1 y 5.2, respectivamente;
mientras que las bacterias microencapsuladas fueron preparadas de acuerdo a la
metodologia previamente citada en las seccion 5.4.2.2y 5.4.2.3. Las soluciones
gastrointestinales fueron preparadas de acuerdo a la metodologia propuesta por
Fernandez de Palencia et al., (2008).

Las células libres, asi como las células microencapsuladas fueron
resuspendidas en 6 mL de saliva simulada (Figura 9 y 10, respectivamente)
compuesta por una solucion electrolitica estéril [6.2 g/L de NaCl, 2.2 g/L de KClI,
0.22 g/L de CaCl, y 1.2 g/L de NaHCOs3, (w/v)] ajustada a pH 6.2, con 1 M de
NaHCOg, y adicionada con lisozima (concentracion final de 0.01 % wi/v). Las
mezclas fueron incubadas por 5 min a 37 °C con agitacion (85 rpm).

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las muestras fueron
sometidas al entorno gastrico simulado. Para ello, 12 mL de solucion electrolitica
estérii (pH 5) afadida con 0.3 % (p/v) de pepsina se incorporé en las
suspensiones de saliva simulada. El pH inicial se disminuyé con HCI 1 M hasta
alcanzar un valor de 2.5. Las mezclas fueron incubadas por 120 min a 37 °C con
agitacion (85 rpm) (Figura 10).

Al finalizar el periodo de incubacién, las células fueron sometidas a las
condiciones intestinales simuladas (Figura 9-11).Para ello, las muestras fueron
ajustadas a pH 6.5 con NaHCO3;1 M. Inmediatamente después, se mezclaron con
12 mL de una solucion electrolitica estéril (5 g/L de NaCl, 0.6 g/L de KCly 0.3 g/L
de CaCl,), afladida con 0.45 % (p/v) de sales biliares y 0.1 % (p/v) de pancreatina.
Después de 120 min de incubacion a 37 °C con agitacién (85 rpm), las células

libres y microencapsuladas fueron recuperadas por centrifugacion y se estimé la
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supervivencia bacteriana de acuerdo a los procedimientos descritos en las

secciones 5.2 y 5.5, respectivamente.

Por otra parte, la morfologia de las microcipsulas, antes y después de su
paso por el sistema gastrico simulado, fueron determinadas mediante imagenes
(n=10) adquiridas con una camara digital monocromatica de 5 megapixeles (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemania) acoplada a un  microscopio  Optico
ModularAxioScope.Al (Carl Zeiss).

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

sistema dindmico in vitro para bacterias libres (Kabak y Ozbey, 2012).
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Figura 10. Incubacion de las BAL libres y microencapsuladas en el proceso de
SGI.
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Figura 11. Diagrama de las condiciones gastrointestinales simuladas empleadas en

sistema dinamico in vitro para bacterias microencapsuladas (Kabak y Ozbey, 2012).
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VI.  ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis consistid en una distribucién de probabilidad por medio de una “t de

student”. Se aplico el andlisis a los datos obtenidos a partir del ensayo del modelo
gastrointestinal simulado. Se calculé el porcentaje de pérdida de viabilidad para

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

RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacién de la capacidad de crecimientos y de resistencia de las
bacterias probioticas libres a diferentes valores de pH

Una de las principales propiedades que una bacteria probiética debe poseer

es la tolerancia a condiciones acidas y a los cambios drasticos de pH (Amores et

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

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

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

tolerancia al acido y la sintesis de proteinas de ‘shock’ acidico (Zhang et al.,

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

probidticas se realizd con el objetivo de seleccionar aquellas con mayor

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

de los respectivos ensayos se observan en los siguientes graficos:
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Grafico 1. Evaluacién del crecimiento (a, c¢) y resistencia (b, d), de las cepas Lc-

21/1 y Lc-ROO52, respectivamente, bajo diferentes valores de pH.
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Como resultado de esta evaluacion se revela que todas las cepas crecieron
y resistieron de manera variable (Grafica 1-6). EI 68 % de las cepas demostraron
tener mayor capacidad de crecimiento y/o resistencia (arriba de 6 ciclos
logaritmos) a los valores de pH sometidos, es decir, las cepas se consideran
tolerantes a condiciones acidas, propiedad deseable para cualquier cepa
probidtica, caracteristica que favorece su sobrevivencia durante los tratamientos
tecnologicos y su paso atravez del tracto gastrointestinal (FAO/OMS, 2002).
Maragkoudakis et al. (2006) encontraron que la cepa L- rhamnosus ACA-DC 112
presentd un porcentaje de sobrevivencia del 80% cuando fue inoculado en medio
de cultivo ajustado a pH 2, después de 2 h, del mismo modo Bao et al. (2010)
reporto 11 cepas de Lactobacillus fermentum con alta tolerancia a la acidez
gastrica con porcentajes de sobrevivencia del 80% luego de 3 h de incubacion a
pH 2.5. Las cepas que cumplen con los criterios de la FAO/OMS no fueron
consideradas para los posteriores ensayos ya que en este estudio se busca cepas
que su capacidad de crecimiento se ha de bajo de 6 ciclos logaritmicos y sensibles

a condiciones a pH bajos.

Las cepas L. reuteri NRRL 14171 (Grafica 2a-b), B. longum RO175, , L.
rhamnosus ATCC 13075 , L. plantarum NRRLB-4496 (Grafico 3a-d, g-h) y L.
fermentum NRRB-B1932 (Grafico 4c-d), revelaron tener capacidad de crecimiento
a las 24 horas a pH 4-6.2, se cree que su sobrevivencia se debe a que fueron
inoculadas en un medio de cultivo donde se encuentran nutrientes que ayudan a
su sobrevivencia, aun con los pH ajustados a valores bajos, pero dichas cepas al
ser inoculadas en diferentes soluciones amortiguadoras de fosfato salino (PBS, pH
2, 3,4, 7), revelan que no presenta la capacidad de sobrevivir en ninguna de las
condiciones sometidas. Se desconoce con exactitud la razon por la cual algunas
bacterias son mas sensibles a valores de pH bajo que otras. Se ha reportado que
el pH del medio puede influir sobre la expresion de genes y regular el transporte
de protones, la degradacion de los aminoacidos, y la adaptacion a condiciones
acidas o basicas. Las células perciben los cambios del pH ambiente a través de
diferentes mecanismos. La protonacion y desprotonacién de los aminoacidos

inducida por el pH, puede alterar la estructura proteinica secundaria y por lo tanto

49



la funcidn que sefiala el cambio. La célula puede responder sélo a una de las
formas de las moléculas de sefial. Por ejemplo, los acidos organicos atraviesan la
membrana citoplasmética solamente en la forma protonada y un aumento de la
concentracion intracelular indicaria un incremento en la acidez ambiental. El
gradiente de protones a través de la membrana puede servir, por si mismo, como
un sensor para ajustar los procesos dependientes de la energia, cuando los
mecanismos de cada cepa, para mantener el pH interno cuando se ven
sobrepasados o no funcionan eficientemente, la viabilidad de la bacteria puede ser

comprometida (Carrillo, 2003).

La cepa L. rhamnosus NRRL B-442 al igual que las cepas antes dichas
demostrd ser sensible a la presencia de condiciones acidas, como antes se
menciono el comportamiento ante condiciones acidas es cepa-dependiente
(Zhang et al., 2012), se resalta esto por que dicha cepa mostro nula capacidad
de resistir a los horarios de exposicion a los diferentes pH evaluados tanto en la

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

Por lo anterior de las 22 cepas probidticas evaluadas en cuanto su
crecimiento y resistencia, en funcién de su sensibilidad, seis cepas (L. fermentum
NRRB-B1932, L. rhamnosus ATCC 13075 y NRRL B-442, L. reuteri NRRL 14171,
B. longum RO175 y L. plantarum NRRLB-4496) fueron pre-seleccionadas por su
comportamiento a ser candidatas para microencapsularlas y probar su resistencia

en condiciones gastrointestinales invitro.
7.2 Microencapsulacion por método de emulsion

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo demostraron que no es
factible microencapsular a todas las bacterias por este método, ya que algunas de

ellas mostraron perdida de viabilidad durante etapas especificas del proceso
(Grafico 7).
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Grafico 7.Perdida de viabilidad de las bacterias probidticas durante el proceso de

microencapsulacion.

Se ha reportado que los reactivos y la serie de operaciones a las cual son
sometidas las bacterias durante el proceso de microencapsulaciéon pueden tener
efectos adversos en la viabilidad celular de forma cepa-dependiente (Ramos et al.,
2013). En este respecto, Song et al. (2013) Realizaron un estudio sobre el efecto
de la técnica de microencapsulacion (emulsién/gelificacibn  externa,
emulsion/gelificacion interna) sobre la viabilidad de células probitticas de levadura
(Y235).Los resultados del estudio demostraron que ambas técnicas afectan la
viabilidad celular; sin embargo, durante el proceso de cultivo celular, la técnica de
emulsién/gelificacién interna las microcapsulas presentaron mayor crecimiento
celular y la menor pérdida de células. Se considera que el principal factor que
provoca la pérdida de la viabilidad celular en la técnica de emulsion/gelificacion
interna, puede ser el uso del 4cido acético ya que este baja el pH de la emulsién y

afecta la pared de la célula bacteriana. Otros parametros del proceso, tales como
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velocidad de la agitacion, la concentracion del emulsificante, y la relacion W/O, se

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

Estos hallazgos coinciden con los resultados obtenidos en este estudio,
donde se observo perdida de la viabilidad de las cepas L. ferm2, L. rha, L. rha 442
y L. pla 4496 después de la adicion de acido acético (Grafico 7). La cepa L. r14171
y B1-RO175 fueron las dos Unicas que mostraron recuentos después del paso de
liberacién de las microcdpsulas, siendo la cepa L. r14171 aquella que presento la
menor perdida de viabilidad (ca. 2 ciclos logaritmicos), manteniendo una
concentracion celular de L. r14171 dentro del rango sugerido (10%-10° UFC/mL)
para que pueda ejercer un efecto a la salud después de su administracion
(Talwalkaret al., 2004). Es por ello que dicha cepa fue seleccionada para

someterla en condiciones gastrointestinales in vitro libre y microencéapsulada.

7.3Sobrevivencia de L. reuteri NRRL 14171libre y microencapsulada después
de su paso por el Tracto Gastrointestinal (TGI) simulado.

A pesar de que solo se seleccion6 a L. r14171 para el siguiente ensayo, también
se evaluo el efecto de las condiciones del TGI sobre la viabilidad de las bacterias
libres de L. ferm2, L. rha, L. rha 442 ylL .pla 4496 (Grafico 8).
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2 .
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Grafico 8.Viabilidad de las bacterias libres después de haber sido sometidas al

sistema gastrointestinal simulado.
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Los datos obtenidos a partir del ensayo evidenciaron una disminucion (4-4.7
ciclos logaritmicos) de la viabilidad de todas las cepas al final de su paso por el
TGIl. Estos resultados podrian estar asociados a factores como el tiempo de
residencia bajo condiciones de baja acidez y a la presencia de las sales biliares.
En este sentido, algunos reportes han indicado diferencias entre cepas respecto a
su viabilidad en ambientes con estas condiciones (Le Vay, 1998). En un estudio
realizado con 6 cepas de L. rhamnosus sometidas a condiciones
gastrointestinales, se observé una reduccion significativa en la concentracion
celular con respecto al numero de bacterias al final del proceso digestivo. Los
autores del estudio sugirieron que los factores principales que afectaron la
viabilidad fue el pH inicial del estbmago y su disminucion durante el sistema
digestivo (Pitino et al., 2011). Adicionalmente, se ha reportado que la exposicion a
los acidos biliares puede generar trastornos en la homeostasis celular, provocando
la disociacion de la bicapa de lipidos y las proteinas integrales de las membranas
bacterianas, dando lugar a fugas del contenido citoplasmatico, y en dultima
instancia la muerte bacteriana. Como el estrés biliar tiene lugar después del estrés
del pH, se ha postulado que estos factores tienen un efecto separado pero aditivo

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

Por otra parte, para determinar la posibilidad de que la cepa L.r14171,
sobreviviera su paso a través del TGl después de su administracién oral, las
células libre y microencapsuladas fueron sometidas con una concentracion inicial
de 10° UFC/mL a un sistema gastrointestinal simulado. El porcentaje de pérdida
de viabilidad se muestra en la Grafico 9. Se observé una disminucién significativa
(p<0.05) cuando la bacteria fue sometida en forma libre (44.68%) que cuando fue
sometida en forma microencapsulada (26.24 %).
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Grafico 9.Porcentaje de perdida que exibioL.r14171libre y microencapsulada

sometidas a un sistema gastrointestinal simulado.

A pesar de que aun en el caso de las bacterias microencapsuladas se observo
reduccion de la viabilidad. Estas permanecieron viables en concentraciones de
10°UFC/mL, lo cual demostré que las bacterias fueron protegidas. El alginato,
aunqgue es adecuado para le microencapsulacion de bacterias por sus condiciones
suaves de gelificacion, éste es degradado por las condiciones de acidez presentes
en el estbmago, es por ello que se revistié con quitosano, ya que el quitosano es
un polimero que presenta un rigidez alta dependiendo del sistema disolvente (Li et
al., 2011). En este respecto existen estudios donde se ha demostrado la alta
sobrevivencia de células cuando son revestidas con quitosano (Krasaekoopt et al.,
2004). En estudios realizados por Cook et al. (2011, 2012) se obtuvieron
microcapsulas de alginato, las cuales fueron revestidas con quitosano (1%). Los
resultados demostraron que se mejor6 la viabilidad gastrointestinal de
Bifidobacterium breve con niveles de supervivencia de varios érdenes de magnitud

mayor que alginato solo.

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

revestimiento de quitosano proporciona proteccion en solucion de sales biliares
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debido a una reaccion de intercambio i6nico que se lleva a cabo cuando las
microesferas absorben las sales biliares. Por lo tanto, la difusion de éstas en las
microesferas puede ser limitada (Chéavarri et al., 2010).

Los cambios morfolégicos que presentaron las microcapsulas después de su
paso por el TGI simulado fueron registrados. Las imagenes (Figura 21) mostraron
gue aunque la integridad de las microcapsula se vio comprometida, la viabilidad se
mantuvo en valores aceptables lo que sugiere que las bacterias se encontraban

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

La morfologia de las microcapsulas mostré la formacién de grietas en la
superficie de las microcapsulas las cuales pueden ser debido al estrés mecanico
asociado al movimiento peristaltico simulado y a la consecuente penetracion del
medio de disolucién en las microcapsulas originando la pérdida de estabilidad del

polimero y liberacion de las bacterias.

b)

Figura 21. Cambios morfolégicos de las microcapsulas antes (a) y después (b)

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

Se concluye que las bacterias acido lacticas probioticas evaluadas en este trabajo
pueden ser afectadas de forma cepa-dependiente en su capacidad de crecimiento
y de resistencia cuando son sometidas a condiciones de estrés prevalentes en el

sistema gastrointestinal.

El efecto puede ser reducido mediante la microencapsulacion con un sistema
mixto de matrices poliméricas, aunque cabe sefialar que este sistema no es
apropiado para todas las cepas ya que algunas son sensibles a los componentes

de microencapsulacion.

La microencapsulacion de emulsion/interna es un método que solo puede ser
aplicado a cepas que no se han sensibles a los componentes utilizados durante el
proceso, en lo especifico por los resultados obtenidos en este trabajo la cepa L.
rl4171 se logro su encapsulacibn con alginato-quitosano exitosamente,
demostrando su viabilidad durante el TGl y manteniendo al final de la trayectoria

una concentracion de 10% UFC/mL.
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