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INTRODUCCION GENERAL

Alimentos funcionales

La visidn de la ciencia de la nutricion como aquella que prevenia la aparicion de
deficiencias nutricionales ha evolucionado hacia un concepto mas amplio que incluye la
optima funcién de drganos y sistemas, la promocion de la calidad de vida y la
disminucion del riesgo de padecer enfermedades.

Los consumidores estan cada vez mas conscientes y buscan en el mercado
aquellos productos que contribuyan a su salud y bienestar. Estos alimentos, que
promueven la salud, han sido denominados genéricamente alimentos funcionales (Sloan
1999).

Los alimentos funcionales son alimentos con la caracteristica particular de que
algunos de sus componentes afectan funciones del organismo de manera especifica y
positiva, promoviendo un efecto fisiologico o psicolégico mas alla de su valor nutritivo
tradicional. Su efecto adicional puede ser su contribucion a la mantencion de la salud y
bienestar o a la disminucion del riesgo de contraer enfermedades (Diplock et al. 1996).

El concepto de desarrollar alimentos no sdlo para disminuir las deficiencias
nutricionales, sino mas bien para proteger la salud de la poblacién surgié a principios de
los afios 80 en Japon (Arai 1996). Alli, se comenzo a dar importancia a esta funcion de los
alimentos que esta implicada en la modulacion de los sistemas fisiologicos de los
organismos vivos, como el sistema inmune, endocrino, nervioso, circulatorio y digestivo,
y a partir de entonces, se introdujo en Occidente el término “alimentos funcionales”,
haciendo referencia a los productos alimenticios fortificados con constituyentes
especiales que poseen efectos fisiolégicamente ventajosos. En 1991, el Ministerio de
Salud de Japodn introdujo las reglas para la aprobacion de una categoria especifica de
alimentos relacionados a la salud llamada FOSHU (Food for Specified Health Uses, o
Alimento para Uso Especifico de la Salud), y luego de su aprobacion, un alimento podia

portar el simbolo “FOSHU” en su etiqueta. De esta manera, el primer alimento FOSHU
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INTRODUCCION GENERAL

correspondié a una especie de arroz de consumo masivo en el que se elimind por
hidrdlisis enzimatica una proteina causante de alergia cutanea, obteniéndose un nuevo
producto inmunoldgicamente seguro y saludable. El concepto migré a los Estados
Unidos y Europa, en donde se identificd su potencial comercial para la industria
alimentaria (Céccaro 2010).

Segun la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica (ANMAT), para que un alimento pueda ser considerado funcional, debe
demostrar que posee un efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del
organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales, que mejora el estado de
salud y bienestar, o bien que reduce el riesgo de una enfermedad. Esto significa que
estos alimentos deben contener, necesariamente, alguno de los llamados componentes
o ingredientes funcionales.

Entre los productos que podrian considerarse como funcionales, por contener
éstos u otros componentes, pueden mencionarse los lacteos enriquecidos con
vitaminas, minerales, fitoesteroles u omega 3, y las barras de cereales con vitaminas y/o
fibras. También, los yogurths con probidticos, es decir, con microorganismos vivos que,
al ser ingeridos en cantidades suficientes, ejercen un efecto positivo en la salud del
consumidor, y los llamados alimentos ricos en fibras o prebidticos (sustancias no
digeribles que pueden ser fermentadas por la flora bacteriana intestinal, y provocan un

efecto favorable sobre ella).

Regulacion de los alimentos funcionales.

Muchos académicos, cientificos y organismos reguladores estan trabajando para
encontrar maneras de establecer una base cientifica que apoye las alegaciones
beneficiosas que se asocian a los componentes funcionales o los alimentos que los
contienen. Los consumidores tienen que comprender bien y confiar en los criterios
cientificos utilizados para documentar los efectos de los alimentos funcionales y las
atribuciones beneficiosas especificas. Japon esta por delante del resto del mundo en
este aspecto ya que en 1991, se establecio el concepto de "Alimentos para Uso
Especifico en la Salud” (FOSHU). Los alimentos que se incluyan dentro de la categoria de

FOSHU deben ser autorizados por el Ministerio de Salud, tras la presentacion de pruebas
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INTRODUCCION GENERAL

exhaustivas con fundamento cientifico, que apoyen la alegacion relativa a las
propiedades de dichos alimentos, cuando son consumidos como parte de una dieta
ordinaria. Cuando se solicita una licencia FOSHU al Ministerio se debe aportar Ila
siguiente informaciéon: 1) ingredientes y composicion del alimento, 2) efectos
beneficiosos para la salud atribuidos al alimento, y 3) datos sobre su seguridad. Una vez
aprobado el alimento, se puede indicar en la etiqueta del producto sus efectos
beneficiosos para la salud, pero no de forma exagerada ni engafiosa. Los fabricantes no
pueden fomentar el consumo excesivo del alimento, ni incitar de forma alguna al
consumidor a que no reciba tratamiento médico, ni difamar a los productos de la
competencia. Japén es el Unico pais que cuenta con una legislacion especifica para la
comercializacién y rotulado de este tipo de alimentos (Shimizu 2014).

En la Union Europea (UE) no existe una legislacion armonizada sobre las
alegaciones de salud, y por lo tanto las cuestiones relativas a dichas alegaciones se
resuelven a nivel nacional. El reto en los Estados Miembros de la UE es conseguir, bajo el
marco regulador existente, que los mensajes que se comunican no hagan ninguna
referencia a que dichos alimentos puedan reducir el riesgo de padecer enfermedades,
incluso aunque existan pruebas cientificas que avalen dichas afirmaciones. La legislacién
europea relativa al etiquetado prohibe atribuir a los alimentos propiedades preventivas,
terapéuticas o curativas, y la referencia a dichas propiedades (Roberfroid 2002; Palou
et al. 2003, European Food Safety Authority).

En Estados Unidos se permite desde 1993 que se aleguen propiedades "que
reducen el riesgo de padecer enfermedades” en ciertos alimentos. Las "alegaciones de
salud" estan autorizadas por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (Food and
Drug Administration, FDA), siempre que existan "evidencias cientificas publicamente
disponibles y haya suficiente consenso cientifico entre los expertos de que dichas
alegaciones estan respaldadas por pruebas". Aunque los fabricantes pueden utilizar
alegaciones de salud para comercializar sus productos, la intencién de la FDA es que el
fin de dichas alegaciones sea el beneficio de los consumidores, y que se facilite
informacién sobre habitos alimenticios saludables, que pueden ayudar a reducir el
riesgo de contraer enfermedades, como las afecciones cardiacas y el cancer. Segun la
FDA, las alegaciones pueden basarse también en "declaraciones autorizadas" de

Organismos Cientificos Federales, como los Institutos Nacionales de la Salud (National
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Institutes of Health) y los Centros para la Prevencidon y el Control de Enfermedades
(Centres for Disease Control and Prevention), asi como de la Academia Nacional de
Ciencias (National Academy of Sciences). Una gran ayuda para la comercializacion de los
alimentos y componentes funcionales en los Estados Unidos, ha sido la aprobacion del
Acta de Suplementos Dietéticos para la Salud y Educacién (Dietary Supplement Health
and Education ActDSHEA) de 1994. Esta legislacion permite el uso de “declaraciones de
estructura-funcién” para los suplementos dietarios sin previa autorizacion por la FDA.
Dichas declaraciones colocadas en el envase de un alimento describen como un
componente o un ingrediente alimentario afecta alguna estructura y/o funcién
determinada en un organismo (por ejemplo, “el alto contenido de fibra favorece la
regularidad intestinal”, o “el calcio favorece la formacién de huesos fuertes”) sin
relacionarlo con una enfermedad especifica. Debido a que estas declaraciones pueden
hacerse sin previa aprobacion de la FDA, muchas empresas estan escogiendo
comercializar los alimentos funcionales como suplementos dietéticos, lo cual es un vacio
legal permisible durante el tiempo que la empresa notifica a la FDA 30 dias después de la
primera comercializaciéon del producto que lleva la declaracion (Siré et al. 2008).

En América Latina, el conocimiento de los alimentos funcionales es relativamente
reciente, en algunas ciudades las autoridades sanitarias reconocen legalmente las
propiedades saludables de determinados alimentos. Brasil posee una regulacion en la
qgue se define como funcional un componente alimenticio nutritivo o no, que puede
producir efectos benéficos para la salud, diferentes de la nutricidon basica cuando forman
parte de una dieta normal sin ser un medicamento. La Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria Brasilera exige demostrar la seguridad y eficacia de dichos componentes
alimenticios para legalizar su publicidad, comercializaciéon y consumo (Lajolo 2002).

En Argentina, el Instituto Nacional de Alimentos ha organizado un grupo de
trabajo orientado a proponer normativa respecto a esta cuestion. De esta manera, la
Comisién Nacional de Alimentos (CONAL) conformada por representantes de la SAGPyA,
de la Universidad de Buenos Aires, del Centro de Industria Lechera y la Camara de
Fabricantes de Alimentos Dietéticos y Afines (CAFADyA), entre otros, ha establecido
normas para su funcionamiento y ha trabajado en la definicion para los probidticos y
prebidticos, sobre la base de la normativa internacional. En cuanto al rotulado de estos

alimentos, solo se permiten declaraciones nutricionales. Es decir, en el producto se debe
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indicar la presencia del compuesto bioactivo pero no se puede decir para qué sirve o
cuales son sus beneficios, dado que de esa forma se estaria induciendo su consumo en
forma tendenciosa (Grupo de trabajo Alimentos Funcionales INAL — ANMAT 2003;
Olagnero et al. 2007).

Probidticos, prebioticos y simbidticos como componentes de alimentos funcionales

Los alimentos funcionales mas estudiados son los alimentos probidticos, en los
ultimos afios ha aumentado el interés por los prebidticos. La asociacion de un prebidtico
y un probiético se denomina simbidtico. A continuacion nos centraremos

detalladamente en cada uno de ellos.

Probidticos.

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del hospedador. Los principales
géneros de microorganismos considerados probidticos son Lactobacillus 'y
Bifidobacterium.

A medida que los consumidores entienden el papel de los probidticos en la salud,
también crece la popularidad de los alimentos que los contienen. El resultado de este
fendmeno es un incremento en el numero de alimentos probioticos disponibles para el
consumo publico, que incluye una variedad de bebidas lacteas y no lacteas que
contienen probidticos, que proporcionan una manera conveniente para mejorar y
mantener la salud. De todas maneras, la composicion de bebidas no lacteas probidticas
puede plantear problemas especificos para la sobrevida de los microorganismos. Para
superar estos retos, la seleccion de la cepa y las técnicas de proteccion juegan un papel
fundamental en la formulacion de un producto estable (Gawkowski & Chikindas, 2013).

Actualmente se buscan diferentes alternativas de incluir probidticos en otros
alimentos, tales como vegetales y productos carnicos fermentados (Furtado Martins

etal. 2013).
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Es esencial que los probidticos permanezcan vivos durante su transito por el
tracto gastrointestinal. Entre las propiedades asociadas al consumo de probidticos se
pueden destacar la modulacion de la respuesta inmune, mejora del equilibrio de la
microflora coldnica, incremento de la biodisponibilidad de ciertos nutrientes, mejora del
transito y la motilidad intestinal, regulacion del nivel de colesterol sérico entre otras
propiedades. Ademas disminuyen la intolerancia a la lactosa (Marteau et al. 1997) vy la
incidencia y duracion de las diarreas por rotavirus en lactantes (Saavedra et al. 1994).
Estos efectos son cepa dependiente, por ejemplo, Lactobacillus casei GG es capaz de
prevenir y acortar las diarreas por rotavirus del lactante, asi como incrementar las
concentraciones de IgA en tracto intestinal (Isoulari et al. 1991). Sin embargo, no todas
las cepas de bacterias ejercen efectos probioticos, por ello es necesario estudiar las
diferentes propiedades de cada microorganismo.

Segln el Articulo 1° de la Resolucién Conj. 261/2011 SPRel y 22/2011 SAGyP el 27
de diciembre de 2011 se llevd a cabo la inclusion del término “Probidticos” en el Codigo
Alimentario Argentino (CAA) (articulo 1389), donde se define el término probidtico
como los microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren
beneficios para la salud del consumidor. Los requisitos minimos que debera

seguir/cumplir una cepa para considerarse probiético son:

1. Identificacion de la cepa (Género/especie/subespecie):

Los andlisis para la identificacion de la cepa deberan ser llevados a cabo por
laboratorios reconocidos por la Autoridad Sanitaria Nacional o internacionalmente
mediante metodologia validada. El método recomendado para la identificacion de las
cepas de probioticos por técnicas moleculares es el de la secuenciacion del rDNA 16S

obtenido a partir del rRNA 16S, de acuerdo con Sambrook & Russell (2001).

2. Caracterizacion “in vitro” e “in vivo”:
- Resistencia gastrica: ensayo realizado como indicador de que la cepa podra
atravesar la barrera biologica estomacal, arribando viable al intestino. Debera
observarse supervivencia de la cepa en una solucién gastrica simulada, a 37 °C y en

condiciones estandarizadas (tiempo y pH).
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- Resistencia a bilis: ensayo realizado como indicador de resistencia de la cepa a
esta barrera bioldgica del organismo, presente a nivel de duodeno. Debera presentar
capacidad de desarrollo en un medio de cultivo adicionado de bilis bovina al 0,3 %
(entendida como la concentracion fisioldgica), a 37 °C y en condiciones estandarizadas
(medio de cultivo y tiempo).

- Resistencia a lisozima (opcional): ensayo realizado como indicador de que la
cepa podra sortear esta barrera bioldgica presente en la boca (saliva) e intestino
delgado. Debera presentar capacidad de desarrollo en un medio de cultivo adicionado
de lisozima, a 37 °C y en condiciones estandarizadas (concentracion de lisozima, medio

de cultivo y tiempo).

3. Ensayos “in vivo” e “in vitro” que demuestren el(los) efecto(s) probicdtico(s)
adjudicado(s) debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados

por organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.

4. Seguridad.

La cepa probiodtica no debe ser riesgosa para la salud. La bacteria no debera
presentar o promover la translocacién bacteriana (pasaje de bacterias del intestino mas
alld de los nddulos mesentéricos) en las concentraciones en que se encuentra en el
alimento. Puede ser medida sembrando en placas con agar muestras de sangre y de
homogenizados de tejidos de nddulos linfaticos mesentéricos, bazo e higado de

animales de experimentacion.”

Prebidticos.

Los prebidticos son compuestos de naturaleza glucidica no digeribles por el
hombre que benefician al que los consume estimulando de forma selectiva el
crecimiento y/o actividad de una o un niimero limitado de bacterias intestinales (Gibson
et al. 1995). Actualmente los compuestos mas utilizados como prebidticos son los
fructanos tipo inulina (oligosacaridos no digeribles: inulina, hidrolizados enzimaticos de

la inulina, oligofructosacaridos (C,-Cyp), fructosacaridos sintéticos de cadena larga). La
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mayoria de la produccion industrial procede de la achicoria. De forma natural estan
presentes en el trigo, la cebolla, los platanos, el ajo y los puerros.

Las principales acciones de los prebidticos ocurren a nivel gastrointestinal. Llegan
al colon sin ser digeridos por las enzimas presentes en el intestino delgado del hombre y
alli son fermentados por las bacterias coldnicas, lo que condiciona la seleccién de la
microbiota (Roberfroid 2000; Gibson et al. 1995). En estudios in vitro se ha comprobado
qgue la presencia de inulina y otros fructooligosacacaridos en colon produce, como
resultado final de la fermentacidn bacteriana, cantidades importantes de AGCC (acidos
grasos de cadena corta), hidrégeno, metano, diéxido de carbono, lactato e incremento
de la biomasa bacteriana. El aumento de la concentracion de lactato y acetato
disminuye el pH intraluminal, inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli, Clostridium y
otras bacterias patogenas pertenecientes a los géneros Listeria, Shigella, o Salmonella;
pero a su vez incrementa el recuento de Lactobacillus y Bifidobacterium. La presencia de
grandes cantidades de AGCC (acético, propidnico y butirico) incrementa la absorcion del
calcio y magnesio a través del aumento de la solubilizacion de sales de calcio y por
medio de la activacién del mecanismo de transporte para la absorcion de este mineral
(Abrams et al. 2005; Suzuki & Hara 2004). También, se sefialan acciones favorables de
los prebidticos con respecto al estrefiimiento (Van Loo et al. 1999), las diarreas por
infeccion, la osteoporosis (al incrementar la biodisponibilidad del calcio) (Reddy 1999),
aterosclerosis y enfermedad cardiovascular (al corregir la dislipemia) (Davidson et al.
1998) vy la resistencia insulinica (Takase et al. 1994), obesidad, diabetes mellitus tipo 2
(Takase et al. 1994; Jacson et al. 1999; Delzenne et al. 2011), e incluso contra el cancer
(Reddy 1999).

Bajo el enfoque tradicional, la fibra dificulta la absorcion de minerales al ser
secuestrados por ésta. Sin embargo, la evidencia cientifica actual indica que los
minerales unidos a la fibra llegan al colon y alli son liberados, lo que permite entonces su
absorcién. Mas aun, los hidratos de carbono de cadena corta aumentan la absorcion
coldnica de zinc, calcio y magnesio al provocar la atraccion de agua por dsmosis, en la
que se disuelven dichos minerales (Coudray et al. 1997).

En noviembre de 2011 se incluyd el término “Prebidticos” en el Codigo
Alimentario Argentino (articulo 1390), Resolucién Conj. 229 SPRel 731 SAGyP, en el cual

se lo define como ingrediente alimentario o parte de él (no digerible) que posee un
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efecto benéfico para el organismo receptor, estimulando el crecimiento selectivo y/o
actividad de una o de un numero limitado de bacterias en el colon y que confiere
beneficios para su salud. Ademas se enumeran los requisitos minimos para que un

alimento sea considerado como tal, entre ellos:

1. Identificacion del compuesto.
- Nombres quimicos

- Caracterizacion fisicoquimica
- Descripcion

- Fuente / Origen

- Pureza

- Contaminantes

2. Caracterizacion del prebidtico

- Resistencia a la acidez gastrica: ensayo realizado como indicador de que el
prebidtico no es modificado por la acidez estomacal.

- Resistencia a la hidrdlisis por enzimas de mamiferos: ensayo realizado como
indicador de que el prebidtico no es afectado por enzimas presentes en la
saliva, asi como por enzimas pancreaticas e intestinales.

- Resistencia a la absorcién gastrointestinal: ensayo realizado como indicador
de que el prebidtico no se absorbe a nivel del epitelio intestinal.

- Fermentacion por la microflora intestinal.

- Estimulacién selectiva del crecimiento y/o actividad de bacterias intestinales
benéficas que contribuyen a la salud y bienestar: ensayo realizado como
indicador de que el prebidtico es utilizado como nutriente selectivamente por

la microflora intestinal considerada benéfica.

3. Ensayos “in vivo” e “in vitro” que demuestren el(los) efecto(s) fisioldgico(s)
adjudicado(s) al prebidtico debidamente documentados y respaldados en
estudios efectuados por organismos nacionales y/o internacionalmente

reconocidos.
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4. Seguridad.
El compuesto prebidtico no debe ser riesgoso para la salud. Debera
demostrarse mediante ensayos de toxicidad aguda, subaguda y crénica
debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados por

organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.

Simbiético.

El término simbidtico se refiere a un producto alimenticio que contiene, en forma
combinada, probidticos y prebidticos, los cuales pueden actuar en forma sinérgica para
modular la microbiota (flora) intestinal del consumidor e impactar positivamente sobre
su salud. Un factor importante en el momento de desarrollar un simbidtico es
determinar la compatibilidad entre la cepa probidtica y el tipo de prebidtico utilizado.
Hay que tener en cuenta que el prebidtico pueda favorecer selectivamente el
crecimiento del probidtico en el tubo digestivo a condicién que dicho probidtico pueda
utilizarlo como substrato, es decir, que tenga las enzimas necesarias para metabolizarlo.

Para la elaboracién de un simbidtico, también es importante tener en cuenta que
el componente prebiotico pueda ser incorporado con facilidad a un gran nimero de
matrices alimenticias mientras que el componente probidtico, por ser un
microorganismo que debe mantenerse viable, es un factor limitante en dichas matrices.
En la actualidad, los principales alimentos con simbidticos son productos lacteos, debido
al hecho que la leche es la matriz alimenticia mas adecuada y facil de usar para los
probidticos que, en su mayoria, son bacterias lacticas. Existen pocos trabajos de estudios
de asociacidon simbidtica en alimentos, entre ellos Alves et al. (2013) estudiaron un
gueso crema adicionado con inulina como matriz alimentaria de distintos probidticos y
su conservacion por 45 dias en heladera, mientras que Araujo et al. (2010) desarrollaron

un alimento simbidtico a base de queso de campo con inulina y Lactobacillus delbrueckii.
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Interés industrial

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los ultimos
aflos una nueva linea de alimentos funcionales probidticos. Conocer y difundir los
mecanismos por los cuales las bacterias probidticas ejercen su efecto benéfico permite
un uso adecuado por parte de los profesionales de la salud y una mayor confianza en el
consumo de alimentos funcionales por parte de la comunidad.

Cabe mencionar que uno de los requisitos principales de este tipo de alimentos
es que los microorganismos probidticos permanezcan viables y activos en el alimento y
durante el pasaje gastrointestinal, para garantizar asi su potencial efecto benéfico en el
huésped (Saarela et al. 2000).

En la actualidad, existen alimentos con probidticos y simbidticos que se

comercializan en nuestro pais. Algunos de ellos, se muestran en la Figura 1.

uesal:

Figura 1. Bioqueso llolay Vita*1, SanCor Bio con Lactobacillus casei + fructanos, Actimel, Yakult, Ser
con Biopuritas, Activia Acti Regularis.

En la siguiente tabla, se presentan las caracteristicas y funciones de los mismos

(Olagnero et al. 2007).
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Tabla 1. Alimentos Funcionales Probidticos y Simbioticos: caracteristicas y funciones.

Producto

Alimenticio

Probiético/Simbiético

Investigacion cientifica

Lactobacillus casei defensis
DN114001

Concentracién: 10% UFC/ml

e Ayuda a mejorar la respuesta inmunitaria (Marcos et al.
2004; Turchet et al. 2003; Cobo Sanz et al. 2006; Pujol et al.
2000; Parra et al. 2004a; Parra et al. 2004b)

e Disminuye el tiempo de duracién de diarreas (Pedone et
al. 1999; Pedone et al. 2000; Agarwal et al. 2002; Agarwal
et al. 2001; Pereg et al. 2005)

¢ Ayuda al equilibrio de la flora intestinal y favorece la
absorcién de nutrientes (Guerin-Danan et al. 1998)

Lactobacillus casei Shirota
YIT9018

Concentracién: 10% UFC/ml

* Modulacion de la flora intestinal (Macfarlane &
Cummings, 1999)

* Favorece la digestion de la lactosa (Marteau et al. 1993)

e Previene y trata constipacion y diarrea (Marteau et al.
1993; Tanaka 1997)

¢ Controla la reproduccion de las bacterias nocivas dentro
del intestino (Tanaka 1997)

e Ayuda a modular el sistema de defensa natural del
organismo, fortalece la resistencia a las infecciones (Higashi

& Micato-Ku, 2006)

Lactobacillus casei Sancor
CRL 431+
Lactobacillus acidophilus
Sancor
CRL 730 (johnsonii) +
Fructanos naturales

(InulinaFQOS)

¢ Disminuye tiempo de duracion de diarreas persistentes
(Rio et al. 2004; Gonzalez et al. 1990; Gaon et al. 2002;
Gaon et al. 2003)

* Prevencion de enfermedades respiratorias (Rio et al.
2002)

* Ayuda a prevenir la osteoporosis (Chaila et al. 2005)

* Modula balance de linfocitos Thl y Th2 (Laiho et al. 2002;
Fontenla et al. 2002)

e[. casei SanCor CRL431 puede proteger contra la infeccion
por Salmonella (Chateau et al. 1993)

» Disminuye sintomas de intolerancia a la lactosa (Gaon et
al. 1995)

e Estimulacion del sistema inmune (Vitifii et al. 2000;
Maldonado & Perdigon, 2004; Perdigon et al. 2001)

Bifidobacterium Animalis DN
173010 + Prebidtico FOS

Concentracién: 10% UFC/ml

¢ Ayuda al equilibrio de la flora, reduciendo el tiempo de
transito intestinal (Cats et al. 2003; Antonie et al. 2000)

Lactobacillus casei
+Bifidobacterium

Concentracién: 10”7 UFC/ml

e Favorece un mejor aprovechamiento de los nutrientes
(Guerin-Danan et al. 1998)

e Modulaciéon de la flora intestinal (Guerin-Danan et al.
1998)

Bifidobacterium Animalis DN
173010

Concentracién: 10° UFC/ml

e Contribuye al equilibrio de la flora intestinal,
regularizando el transito intestinal (Marteau et al. 2002;
Meance et al. 2001; Meance et al. 2003; Antonie et al.

2000)

12
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* Colonizacidn de los intestinos y normalizacion del transito
intestinal. (Medici et al. 2004)

Bifidobacterium sp.+
* Proteccion contra gérmenes patégenos (Vinderola et al.

Lactobacillus casei 2003)
(paracasei) + Lactobacillus  * Estimulacion del sistema inmunolégico (Vinderola et al.
acidophilus 2003)
e Disminucion de la intolerancia a la lactosa (Medici et al.
2004)

El kefir como alimento funcional natural

El kefir es una leche fermentada originada hace miles de afios en las montafas
caucasicas. Aunque es muy popular en paises del este europeo, en nuestro pais es
elaborado artesanalmente por algunas comunidades de inmigrantes. Es una leche
fermentada acida, viscosa y ligeramente carbonatada, que se prepara a partir de un
fermento inmovilizado natural, el “granulo de kefir” (Thompson et al. 1990; Angulo et al.
1993; Garrote et al. 2001). No se conocen los mecanismos por los cuales se originaron
los granulos de kefir (Koroleva 1988). Cuando éstos son adicionados a la leche, parte de
los microorganismos pasan a ella donde se multiplican y producen metabolitos que
otorgaran a la leche fermentada sus caracteristicas quimicas vy fisicas particulares. La
composicion del kefir, asi como sus caracteristicas organolépticas estan sujetas a
variaciones regionales (Garrote et al. 1998; Londero et al. 2012). Estas variaciones
pueden deberse a factores tales como el origen y almacenamiento de los granulos de
kefir, el tipo de leche utilizada, asi como a las condiciones de elaboracion del producto,
siendo relevantes la relacion granulo-leche y la temperatura de fermentacién (Witthuhn
et al. 2005; Latorre Garcia et al. 2007; Garrote et al. 1998).

El Codigo Alimentario Argentino lo describe en el capitulo VIII, art. 576, como “el
producto obtenido de la fermentacion con cultivos dcidoldcticos elaborados con granos
de kefir, Lactobacillus kefir, especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y
Acetobacter, con produccion de dcido ldactico, etanol y didxido de carbono. Los granos de
kefir estdn constituidos por levaduras fermentadoras de la lactosa (Kluyveromyces

marxianus) y levaduras no fermentadoras de la lactosa (Saccharomyces omnisporus,
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Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobacterium
spp y Streptococcus thermophilus”.

Actualmente su consumo es popular en distintos paises del este europeo. En
algunos de estos paises, asi como en Estados Unidos y en Canada, su produccion alcanza
escala industrial y se comercializa en el mercado. En Argentina se elabora
artesanalmente (Garrote et al. 2010).

En la Figura 2 se muestran algunas de las presentaciones comerciales del kefir

disponibles en otros paises.

Keﬁrs.fer

DEN ETSKA FILEN
~

Figura 2. Presentaciones comerciales de kefir en otros paises.
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El consumo de kefir ha sido asociado a la longevidad de los pueblos caucasicos y
se ha observado que causa beneficios para la salud (Halle et al. 1994; Farnworth 2005).
Ha sido administrado en forma empirica para el tratamiento de personas con
desérdenes metabdlicos, con arterioesclerosis, enfermedades alérgicas y tuberculosis
(Lopitz-Otsoa et al. 2006). Se ha estudiado su accidn antitumoral, la participacién en la
estimulacion del sistema inmune y la actividad antifungica. Ademas, numerosos estudios
documentan la accion benéfica del kefir para la salud. Se ha demostrado accion
preventiva en el tratamiento de gastritis, diarreas, males intestinales y problemas de
digestion (Koroleva 1988). Asimismo, Garrote et al. (2000), han descripto la capacidad
inhibitoria de sobrenadantes de kefir sobre el desarrollo de microorganismos Gram
negativos (-), aislados de muestras clinicas y Gram positivos (+), aislados del medio
ambiente. Estas propiedades se atribuyen a la presencia de una microbiota compleja asi
como a sus productos metabdlicos. Dentro de estos productos se pueden mencionar:
acidos organicos, vitaminas (fundamentalmente del grupo B), proteinas de superficie de
algunos microorganismos que se liberan al medio (capa-S), y un exopolisacarido llamado

kefiran.

Granulo de kefir.

Los granulos de kefir son estructuras globulares, gelatinosas, de color blanco
amarillento, de consistencia eldstica y forma irregular (Figura 3). Estan compuestos por
una matriz de polisacarido denominado kefiran y proteinas (Abraham & De Antoni,
1999), donde se encuentran adheridas bacterias lacticas homofermentativas y
heterofermentativas (103_109 UFC/g de granulo), bacterias acéticas (105-106 UFC/g de
granulo) y levaduras fermentadoras y no fermentadoras de lactosa (10’-10° UFC/g de
granulo) (Garrote et al. 1997, 2001; Koroleva 1991). Estos microorganismos establecen
entre si una intima relacion simbidtica, producto de la cual se obtiene esta bebida de

caracteristicas organolépticas propias.
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Figura 3. Granulos de kefir

El granulo de kefir, contiene aproximadamente 83 % de agua, 6 % de proteinas y
11 % de un polisacarido denominado kefiran (Abraham & De Antoni, 1999) y constituyen
un ecosistema natural que se ha mantenido en el tiempo. Durante la fermentacion de la
leche con granulos de kefir se produce un incremento de biomasa de granulo. Esto se
debe a que las poblaciones presentes en el granulo, interaccionando de manera
simbidtica (Vedamuthu 1982; Witthuhn et al. 2005), sintetizan las proteinas y el
polisacarido que componen la matriz (Garrote et al. 2010). El aumento de la
temperatura de fermentaciéon produce alteraciones en el aspecto y en la composicién
microbioldgica de los granulos asi como también se detecta una disolucién parcial de los
mismos a una temperatura de fermentacion superior a 37 °C (Rimada & Abraham, 2001;
Londero et al. 2012).

El granulo de kefir es una comunidad compleja (Margulis 1996), siendo este
hecho lo que dificulta su empleo como starter (Farnworth 2005). Diferentes autores
indican que no existe una Unica combinacién de microorganismos que conforman el
granulo, sino que la microbiota que presentan depende del origen, condiciones de
cultivo, procesos de elaboracién y condiciones de almacenamiento (Molska et al. 1983;
Zourari & Anifantakis, 1988; Farnworth 2005; Magra et al. 2012). Algunas bacterias y
levaduras de granulo de kefir, al ser aisladas en cultivos puros, no crecen en leche o
disminuyen su actividad bioquimica lo cual complica ain mas el estudio de la poblacion
microbiana del granulo de kefir (Koroleva 1991).

Los granulos de kefir se forman solamente a partir de otros granulos
preexistentes y en el laboratorio no ha sido posible formar un nuevo granulo partiendo

de la asociacién de cepas aisladas de los mismos (Bottazzi et al. 1994). Sin embargo,
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Wang et al. (2012a) propusieron que la formacién de granulo comienza con la
autoagregacion de Lactobacillus kefiranofaciens y Saccharomyces turicensis para formar
pequefios granulos. Luego, Lactobacillus kefiri comienza a producir biofilms y empieza a
unirse a la superficie de los pequefios granulos y coagregar con otros microorganismos y
componentes de la leche para formar los granulos. Aqui es cuando comienza el
crecimiento de los mismos. Del analisis del granulo mediante microscopia electrénica de
barrido, Wang et al. (2012b) pudieron concluir que los lactobacilos de cadena corta tales
como L. kefiri se ubican en la superficie del granulo, mientras que lactobacilos de cadena
larga tales como L. kefiranofaciens forman agregados hacia el centro de los granulos de
kefir.

El exopolisacarido producido por los microorganismos presentes en los granulos
de kefir se denomina kefiran (Kooiman 1968). La responsabilidad sobre la produccién de
dicho polisacarido fue adjudicada inicialmente a Lactobacillus brevis (La Riviére et al.
1967), “atypical Streptobacterium” (Rosi & Rossi, 1978) vy finalmente a
L. kefiranofaciens sp. Nov (WT-2B, ATCC 43761) (Fujisawa et al. 1988). Recientemente
las especies Lactobacillus kefiranofaciens (Fujisawa et al. 1988) y Lactobacillus
kefirgranum, lactobacilos homofermentativos aislados de granulos de kefir fueron
reclasificados en dos subespecies: L. kefiranofaciens subespecie kefiranofaciens y L.
kefiranofaciens subespecie kefirgranum (Vancanneyt et al. 2004) siendo la subespecie
kefiranofaciens la considerada responsable de la produccién del kefiran (Fujisawa et al.

1988; Michelli et al. 1999).

Kefiran, exopolisacarido producido por lactobacilos del kefir

El kefiran es un polisacarido producido por los lactobacilos presentes en el
granulo de kefir. El kefiran es un glucogalactano ramificado, soluble en agua, que
contiene aproximadamente la misma cantidad de residuos de D-glucosa y D-galactosa
(Figura 4). Esta presente en granulos de kefir, formando parte de la matriz de los
mismos, y también en la leche o suero fermentado por dichos granulos (Rimada &
Abraham, 2001, 2003). La enzima B,D (1-6) glucanasa, es capaz de fragmentarlo

generando pentasacaridos y glucosas (La Riviere et al. 1967). La unidad repetitiva del
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kefiran esta compuesta por hexa o heptasacaridos ramificados formados por un
pentasacarido lineal y uno o dos residuos de azucares unidos aleatoriamente al
pentasacarido (Kooiman 1968; Micheli et al. 1999). Otros autores mediante estudios de
hidralisis y metilacion demostraron que el kefiran presenta una estructura mas compleja
que la que se describe, indicando la coexistencia de moléculas con

microheterogeneidades en su estructura (Mukai et al. 1988).

Figura 4. Estructura propuesta para la unidad repetitiva del kefiran en el afio 1968 por P. Kooiman.
(Carbohydrate Research, 7: 200-211).

Este polisacarido esta presente en la leche fermentada en concentraciones de
250 mg/l y en los granulos en concentracién de 8 a 11 % (p/v). La extraccidon de este
polisacarido a partir de los granulos de kefir es un método simple con buen rendimiento
(Rimada & Abraham, 2001). Los granulos se pueden obtener durante la produccion de
kefir ya que aumentan su biomasa con los sucesivos repiques y los mismos son capaces
de aumentar su biomasa durante la obtenciéon de suero fermentado (Piermaria et al.
2008, Londero et al. 2012), siendo éste un medio mas econdmico que la leche y que se
genera en grandes cantidades como subproducto de la industria lactea. Por lo tanto, el
kefiran seria un polisacarido que podria utilizarse como aditivo alimentario.

Se han estudiado algunos polisacaridos aislados de cepas provenientes de
granulos de kefir con el objetivo de determinar la similitud con el kefiran. Mediante
ensayos de 13C-NMR y analisis de metilacion se encontrd que Lactobacillus sp. KPB-167B
produce un polisacarido cuya estructura es similar al kefiran (Yokoi et al. 1990). El

polimero procedente de L. kefiranofaciens ZW3 fue estudiado mediante espectroscopia
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FT-IR resultando ser un glucogalactano que posee grupo carboxilo, hidroxilo y amida en
su estructura. Maeda et al. (2004a) estudiaron el polisacarido producido por
L. kefiranofaciens WT-2BT crecido en medio liquido a base de hidrolizado de arroz y
encontraron que el polisacarido producido posee un peso molecular del orden de

7,6.10° g/mol y estd compuesto por glucosa y galactosa en una relaciéon molar 1,00:1,05.

Funcionalidad biolégica del kefiran.

El tipo de uniones que presenta el kefiran hace que no sea digerible por el
hombre por lo cual constituiria un aporte de fibras. El kefiran es parcialmente
hidrolizado por celulasas provenientes de Trichoderma reesei, pero no puede ser
hidrolizado por [-galactosidasa de Escherichia coli ni por a-galactosidasa de
Mortierella vinacea (Mukai et al. 1988). Como consecuencia de la estructura que
presenta, el kefiran puede llegar intacto al intestino delgado, donde podria ejercer
efectos biologicos. Se ha documentado mediante estudios en ratas hipertensas
alimentadas con dietas de alto contenido lipidico que el kefiran posee actividad
anticolesterolémica; observandose que aquellas que recibieron kefiran disminuyeron
significativamente la presidon sanguinea y los niveles de colesterol-LDL, colesterol total y
triglicéridos en relacion a aquellas que no lo recibieron (Maeda et al. 2004a). Al utilizar
un modelo de ratas constipadas inducido por una dieta baja en fibras se observé que la
administracion de kefiran mejora los niveles de humedad y el peso de las heces (Maeda
et al. 2004b).

La actividad inmunomoduladora fue estudiada en modelos murinos in vivo y se
demostré que la administracion oral del kefiran induce una respuesta a nivel de la
mucosa intestinal, incrementando la produccion de IgA y modificando los patrones de
citoquinas liberados a la circulacion sanguinea (Vinderola et al. 2006a; Medrano et al.
2011).

Estudios sobre la accion antitumoral del kefiran mostraron una disminucién del
crecimiento de tumores en ratones tratados oral o intraperitonealmente con este
polisacarido (Shiomi et al. 1982). Murofushi et al. (1983) demostraron que la ingesta de

kefiran en altas dosis antes del establecimiento del carcinoma produce la remisién de
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tumores inducidos y concluyeron que el kefiran es capaz de inducir una respuesta
inmune mediada por células.

Otro efecto benéfico que ha sido documentado para el kefiran es la capacidad
para antagonizar factores de virulencia de Bacillus cereus in vitro. Los estudios realizados
en enterocitos humanos en cultivo (linea celular Caco-2) demostraron que la presencia
de kefiran (800 mg/l) fue capaz de disminuir los efectos citopéticos provocados por
factores extracelulares presentes en los sobrenadantes de cultivo de B. cereus B10502
(Medrano et al. 2008), asi como también el dafio celular causado por las células
vegetativas (Medrano et al. 2009). En este estudio, el kefiran fue capaz de disminuir la
asociacion de B. cereus a enterocitos, evitando alteraciones morfologicas,
antagonizando la induccion de eventos de muerte celular y previniendo el
desprendimiento celular. La capacidad del kefiran de interactuar tanto con la superficie
de bacterias como de enterocitos podria ser la responsable del efecto protector
observado.

Rodrigues et al. (2005) probaron la actividad antimicrobiana in vitro del kefiran
contra varias especies de bacterias y observaron que Streptococcus pyogenes fue el
microorganismo mas sensible a kefiran, seguido por Staphylococcus aureus y
Streptococcus salivarius. Otros ensayos mostraron que la administracion tépica de
kefiran a ratas Wistar, con lesiones de piel inducidas e infectadas con S. aureus, protege

el tejido conectivo.

Propiedades tecnoldgicas del kefiran.

El kefiran posee propiedades fisicoquimicas y funcionales que permitirian su
aplicacion como aditivo alimentario (Rimada & Abraham, 2006). Se puede destacar que
al ser utilizado como aditivo en leches fermentadas produce el aumento de la viscosidad
aparente (caracterizada por viscosimetria rotacional), y de los mddulos elastico (G') y
viscoso (G") (realizado por reometria oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion)
(Rimada & Abraham, 2006).

El kefiran en soluciones acuosas es capaz de formar geles al ser sometido a un
proceso de congelacién-descongelacion, denominanados “criogeles” (del griego kryos,

gue significa escarcha o hielo) (Lozinsky et al. 2003). Los geles formados resultan
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transliucidos con una alta capacidad de retenciéon de agua (90,43 % * 1,51) y son
suficientemente cohesivos como para soportar su propio peso. Los espectros mecanicos
de las muestras después de ser sometidas al proceso de congelacion - descongelacion
muestran que el mdédulo elastico (G') es mayor que el mddulo viscoso (G") y ambos
modulos resultan independientes de la frecuencia, evidenciando un comportamiento
tipo gel. El comportamiento de los geles de kefiran a 37 °C determina su habilidad para
fundirse a la temperatura de la boca; esta propiedad resulta relevante para su aplicacion
en alimentos (Piermaria et al. 2008). Pintado et al. (1996) demostraron que el kefiran
forma geles en solucion acuosa conteniendo etanol. La fuerza de los geles preparados
con 3 % de kefiran en 8 % de etanol es equivalente a la obtenida en los geles formados
con 3 % de gelatina (Mukai et al. 1990).

Finalmente, este polisacarido es capaz de producir peliculas comestibles
extremadamente finas, transparentes, flexibles y homogéneas (Piermaria et al. 2009).
Las peliculas de kefiran observadas por microscopia electronica de barrido (SEM)
muestran superficies lisas y estructuras compactas y homogéneas. La incorporacion de
glicerol como plastificante disminuye la resistencia a la traccion y aumenta la elongacion
(Piermaria et al. 2009). Por lo tanto, el agregado de glicerol en concentraciones
superiores a 25 g de glicerol cada 100 g de kefiran resulta en peliculas con buenas
caracteristicas mecanicas y baja permeabilidad al vapor de agua (Piermaria et al. 2009,

2011).

Matrices alimentarias utilizadas para la incorporacion de microorganismos probioticos

El mercado mundial de bebidas y alimentos funcionales representa un segmento
dinamico y creciente de la industria de los alimentos debido a sus efectos beneficiosos
sobre la salud humana (Global Industry Analysts, Inc., 2012), estimandose que llegara a
USS 130 millones para el 2015. Los alimentos funcionales probidticos, una parte
significativa de este mercado, tenian un valor aproximado de USS 15,9 mil millones en
2008 (Marco Trade News, 2012) y se espera que alcance un valor de USS$ 28,8 mil

millones en el presente afio.
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Uno de los criterios mds importantes para determinar la eficacia y el éxito del
producto que contiene probidticos es la aceptacién del producto por los consumidores y
la supervivencia de los microorganismos probidticos durante su produccion (Heenan et
al. 2004). En general, la industria alimentaria ha aplicado el nivel recomendado de
10° UFC/g en el momento de consumo de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium y
otros microorganismos probiodticos (Boylston et al. 2004).

Sin embargo, los productos y suplementos probidticos comercialmente
disponibles a menudo proporcionan poblaciones de células insuficientes debido a la
pérdida de viabilidad durante la fabricacion del producto (Doherty et al. 2011). Ademas,
la sobrevida de probidticos durante el paso a través del tracto gastrointestinal humano
(TGI) sigue siendo un reto importante (Anal & Singh, 2007).

Se han evaluado diferentes alimentos para la incorporacion de microorganismos
probidticos. Aragon-Alegro et al. (2007) estudiaron la aplicacion de mousse de chocolate
como vehiculo para microorganismos probidticos, incorporando inulina como
componente prebidtico. Asimismo, la inclusidon en chocolate de Lactobacillus helveticus
CNCM 1-1722 y Bifidobacterium longum CNCM [-3470 microencapsulado mejoré la
supervivencia frente a las condiciones gastrointestinales in vitro (Possemiers et al. 2010).
Por otro lado, los procesos de microencapsulacién, particularmente mediante secado
spray, podrian permitir el uso de probidticos (y por ende de simbidticos) en matrices
alimentarias con baja actividad de agua, como es el pan o productos similares.

Dado que, los microorganismos probioticos deben resistir el proceso de
elaboracién y almacenamiento con el fin de permanecer viables en el producto
comercial a una concentracién mayor de 10° UFC/g (Kurmann & Rasic, 1991), y deben
resistir las condiciones adversas del tracto gastrointestinal, como dcidos y secreciones
biliares y competir con la microbiota fecal (Fooks & Gibson, 2002), se han buscado
alternativas para mejorar la supervivencia de los mismos.

Actualmente los geles alimentarios se plantean como alternativa para vehiculizar
microorganismos probioticos ya que demads, poseen aplicaciones en la industria

farmacéutica (Lozinsky et al. 2003).
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Teniendo en cuenta la capacidad del polisacarido kefiran de formar geles, se
pretende profundizar el conocimiento del comportamiento de este polisacarido en
sistemas complejos y utilizar los mismos como vehiculo de sustancias bioactivas o

microorganismos.
Se han propuesto los siguientes objetivos especificos:
A. Seleccionar microorganismos aislados de kefir con potencialidad probiética.
B. Utilizar los geles de kefiran como vehiculos para la inclusion de componentes
activos y/o microorganismos probidticos para el desarrollo de alimentos funcionales.
Para ello, se propone explorar la capacidad del kefiran de formar geles mixtos con

proteinas de suero de leche y azlcares, y evaluar el comportamiento de los

microorganismos probidticos en dicha matriz.
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CAPITULO 1
Seleccion de microorganismos probidticos.

Microorganismos del kefir

En el afio 2001, Food and Agriculture Organization (FAO) definié al kefir desde el
punto de vista microbioldgico y destaco que “los microorganismos que lo componen son
Lactobacillus kefiri, especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter y
levaduras fermentadoras y no fermentadoras de lactosa creciendo en una intima
relaciéon”. No obstante, estudios realizados describen ademas, la presencia de otros

microorganismos que se detallan en la siguiente lista, adaptada de Garrote et al. 2010.

= Lactobacilos
-Lactobacillus kefir (Koroleva, 1991; Pintado et al. 1996; Kandler & Kunath, 1983;
Takizawa et al. 1994; Garrote et al. 2001; Santos et al. 2003; Angulo et al. 1993; Chen
et al. 2008; Jianzhong et al. 2009).
-Lactobacillus kefiranofaciens (Fujisawa et al. 1988; Takizawa et al. 1994; Santos et al.
2003; Chen et al. 2008; Jianzhong et al. 2009; Magalhaes et al. 2010).
-Lactobacillus kefirgranum (Takizawa et al. 1994).
-Lactobacillus parakefir (Takizawa et al. 1994; Garrote et al. 2001).
-Lactobacillus brevis (Ottogalli et al. 1973; Simova et al. 2002; Santos et al. 2003; Angulo
et al. 1993).
-Lactobacillus plantarum (Garrote et al. 2001; Santos et al. 2003).
-Lactobacillus helveticus (Koroleva, 1991, Simova et al. 2002; Jianzhong et al. 2009;
Lactobacillus acidophilus (Ottogalli et al. 1973; Santos et al. 2003; Angulo et al. 1993).
-Lactobacillus gasseri (Angulo et al. 1993).
-Lactobacillus delbrueckii (Koroleva, 1991, Simova et al. 2002; Santos et al. 2003).
-Lactobacillus rhamnosus (Koroleva, 1991; Angulo et al. 1993).
-Lactobacillus casei (Simova et al. 2002; Jianzhong et al. 2009).

-Lactobacillus paracasei (Santos et al. 2003).
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-Lactobacillus fructivorans (Yoshida & Toyoshima 1994).
-Lactobacillus hilgardii (Yoshida & Toyoshima 1994).
-Lactobacillus fermentum (Angulo et al. 1993).
-Lactobacillus viridescens (Angulo et al. 1993).

-Lactobacillus crispatus (Garbers et al. 2004).

= Bacterias acido acéticas
-Acetobacter sp. (Garrote et al. 2001).
-Acetobacter pasteurianus (Ottogalli et al. 1973).
-Acetobacter aceti (Koroleva, 1991; Rosi & Rossi, 1978).

= Lactococos
-Lactococcus lactis subsp. lactis (Koroleva, 1991; Pintado et al. 1996, Ylksekdag et al.
2004); Dousset & Caillet, 1993; Ottogalli et al. 1973; Simova et al. 2002; Yoshida &
Toyoshima, 1994; Garrote et al. 2001; Angulo et al. 1993).
-Lactococcus lactis subsp. cremoris (Koroleva, 1991; Yiksekdag et al. 2004; Dousset &

Caillet, 1993).

= Enterococos
-Enterococcus durans (Rosi & Rossi, 1978; Yiksekdag et al. 2004); descripta como
Streptobacterium durans (Rosi & Rossi, 1978); descripta como Streptococcus durans en

Yiksekdag et al. 2004).
= Estreptococos
-Streptococcus thermophilus (Yiksekdag et al. 2004; Simova et al. 2002).

-Streptococcus durans (Yuksekdag et al. 2004).

= Leuconostoc

-Leuconostoc sp. (Angulo et al. 1993).
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-Leuconostoc mesenteroides (Koroleva, 1991; Ottogalli et al. 1973; Garrote et al. 2001;
Garbers et al. 2004; Chen et al. 2008; Jianzhong et al. 2009; descripta como Leuconostoc
kefir en Ottogalli et al. 1973).

= Otras bacterias
-Bacillus sp. (Angulo et al. 1993).
-Bacillus subtilis (Ottogalli et al. 1973).
-Pseudomonas spp. (Chen et al. 2008; Jianzhong et al. 2009).
-Escherichia coli (Angulo et al. 1993; Chen et al. 2008).

-Micrococcus sp. (Angulo et al. 1993).

Propiedades benéficas atribuidas al consumo de kefir y sus microorganismos

Algunas de las propiedades observadas de los microorganismos del kefir se

describen a continuacion:

= Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del kefir ha sido asociada fundamentalmente a su
contenido de acidos organicos (Garrote et al. 2000), aunque se ha sugerido que podrian
estar involucradas otras moléculas como peréxido de hidrégeno, acetaldehido, didxido
de carbono y péptidos (bacteriocinas) por parte de las bacterias presentes en el
ecosistema del kefir (Powell et al. 2007). Garrote et al. (2001) mostraron que el kefir
obtenido a partir de diferentes granulos, alcanza un pH entre 3,5 y 4,0 (las
concentraciones de acido lactico varian entre 1,30 - 2,30 g/100 ml y las de acido acético
entre 0,13 — 0,29 g/100ml) e inhibe el crecimiento de Escherichia coli. Gulmez & Guven
(2003) compararon la seguridad microbiolégica de yogurt y kefir utilizando como
indicador E. coli 0157:H7, Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica y concluyeron
que una combinacién de microorganismos iniciadores de yogurt y kefir pueden mejorar
la seguridad del producto final. Silva et al. (2009) demostraron la actividad

antimicrobiana de kefir contra Candida albicans, E. coli, Staphylococcus aureus,
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Salmonella typhimurium vy Shigella sonnei. Kakisu et al. (2007) probaron que el kefir
disminuye la viabilidad y la germinacion de esporas de Bacillus cereus. Otros autores han
estudiado la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de productos fermentados
con kefir o con microorganismos aislados a partir de ellos (Brialy et al. 1995; Santos et al.
2003; Yuksekdag et al. 2004; Rodrigues et al. 2005, Londero et al. 2012). Golowczyc et
al. (2008) demostraron que los sobrenadantes de 11 cepas de Lactobacillus plantarum,
aisladas de granulos de kefir, producen una fuerte inhibicion del crecimiento de
Salmonella enterica serovar Thipymurium y E. coli y que alguno de ellos también inhibe
el crecimiento de Salmonella gallinarum, Salmonella enterica y Sigella sonnei. En cuanto
a la produccién de bacteriocinas por cepas aisladas de kefir, se encontré una cepa de
Lactococcus que produce una bacteriocina, a la que se denomina lacticina 3147, que
tiene efecto inhibitorio contra muchos patdgenos de alimentos y microorganismos
esporulados (Ryan et al. 1996; Dobson et al. 2011). L. plantarum ST8K aislado de kefir
produce una bacteriocina de 3,5 kDa (bacST8KF) que es activa contra Lactobacillus casei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus curvatus y Listeria innocua (Powell et al. 2007).
También se demostrd su actividad antifungica (Cevikbas et al. 1994; Ismaiel et al. 2011).
Carasi et al. (2012) mostraron la capacidad de las proteinas de la capa-S de lactobacilos
kefir para antagonizar los efectos bioldgicos de toxinas de origen bacteriano, en especial
de Clostridium difficile. Asi también, fue demostrado que la capa-S de L. kefiri antagoniza

la adhesidén y/o invasion de Salmonella Enteritidis in vitro (Golowczyc et al. 2007).

= Adhesion a superficie intestinal

Otra propiedad que esta documentada para algunos microorganismos aislados
de kefir y se suele tener en cuenta a la hora de seleccionar microorganismos probioéticos
es su capacidad para adherirse a la mucosa gastrointestinal y colonizarla (Ouwehand
etal. 1999a). La habilidad de adherirse a células epiteliales in vitro es comin en
Lactobacillus y es dependiente de la cepa. L. plantarum y L. kefiri aislados de granulos de
kefir son capaces de adherirse a células Caco-2 con diferentes porcentajes de asociacion
(0,97 a 10 % de adherencia). Esta capacidad no se relaciona con la hidrofobicidad, ya que
tanto cepas de L. kefiri altamente hidrofébicas (Golowczyc et al. 2007) como cepas de

L. plantarum altamente hidrdfilicas (Golowczyc et al. 2008), poseen la capacidad de
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adherirse a células en cultivo Caco-2 (0,97 a 5,30 % de adhesién). Santos et al. (2003)
describieron también la capacidad de lactobacilos aislados de kefir de asociarse a
enterocitos. Hugo et al. (2008) estudiaron in vitro el efecto de lactobacilos aislados de
kefir sobre la actividad bioldgica de E. coli enterohemorragica (ECEH) y encontraron que
L. plantarum CIDCA 83114, viable o no, protege las células epiteliales (Hep-2) en cultivo
del dafio inducido por los factores de virulencia de E. coli. En este trabajo los autores
concluyeron que estos lactobacilos podrian antagonizar los mecanismos de virulencia de
ECEH, ya sea por la modificacion del microambiente o interfiriendo con las cascadas de
sefializacion activadas por el patdgeno. Los microorganismos de kefir disminuyen
significativamente el numero de Clostridium en intestino delgado y grueso respecto a
grupos controles (Marquina et al. 2002). Zacconi et al. (2003) estudiaron la exclusion
competitiva de Campylobacter jejuni provocada por el kefir en pollos mediante estudios
de colonizacion de la microbiota coldnica y encontraron que el kefir, fresco o congelado,
podria tener aplicaciones interesantes en el control de la difusién de microorganismos

patégenos en hemorragias de aves de corral.

= Actividad antitumoral

La actividad antitumoral también ha sido relacionada al consumo de kefir. De
Moreno de LeBlanc et al. (2007) estudiaron el efecto antitumoral del kefir y de una
fraccion libre de células del kefir en un modelo de ratones con tumores mamarios y
destacaron el efecto de los componentes no microbianos. Liu et al. (2002) encontraron
que el kefir indujo un proceso de apoptosis en células tumorales que permitieron una
disminucion significativa en el crecimiento de tumores en ratones. Al mismo tiempo,
observaron un incremento significativo en los niveles de IgA en el intestino delgado,
proponiendo que este incremento podria originarse por una estimulacion del sistema
inmune a nivel de las placas de Peyer. Estos autores concluyeron que los
microorganismos o el polisacarido producido por ellos podrian ser responsables del
efecto observado. Los primeros en documentar un efecto antitumoral relacionado al
polisacarido aislado de kefir fueron Shiomi et al. (1982). Este polisacarido, administrado

a ratones en forma oral o intraperitonealmente, es capaz de inhibir el crecimiento de
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carcinoma de Erlich o sarcoma 180 comparado con ratones que no recibieron el

polisacarido (Shiomi et al. 1982; Murofushi et al. 1983).

= Actividad modulatoria de la respuesta inmune

Se ha propuesto que la modulacion del sistema inmune seria uno de los
mecanismos por los cuales las bacterias probidticas podrian ejercer sus efectos
benéficos para la salud del hospedador (Gill & Rutherfurd, 2001; De Simone, 2005).
Thoreux & Schmucker (2001) concluyeron que el kefir ejerce un efecto adyuvante en el
sistema inmune de mucosas al demostrar un aumento de inmunoglobulina IgA
especifica y un aumento significativo en los niveles séricos de IgG no especifica en
ratones tratados con kefir frente al desafio con toxina colérica comparado con ratones
control. Otros autores demostraron actividad antiinflamatoria y antialérgica del kefir en
un modelo murino de asma (Lee et al. 2007). Ademads, de acuerdo a la evidencia
presentada en los ultimos afios, los polisacaridos presentes en el producto fermentado
podrian tener implicancia en la modulacién de la respuesta inmune, habiéndose
demostrado este efecto para el kefiran (Furukawa et al. 1992; Vinderola et al. 20063;

Medrano et al. 2011).

= Tratamiento para el colesterol

La fermentacion de la leche con granulos de kefir de distintos origenes durante
24 horas a 20 °C es capaz de reducir los niveles de colesterol presentes en leche hasta
62 % (Vujicic et al. 1992). Ademas, Lactobacillus acidophilus CU 673 aislado de kefir
presenta capacidad de asimilar colesterol in vitro (Yoon et al. 1999) y Kluyveromyces
marxianus es capaz de capturarlo en su pared celular (Yoshida et al. 2005). Sin embargo,
estudios in vivo arrojan resultados contradictorios respecto al efecto anticolesterolémico
del kefir. Liu et al. (2006) demostraron que el kefir, producido en leche de vaca y de soja,
disminuye la concentracion de colesterol y de triglicéridos en suero en hamster.
Urdaneta et al. (2007), en contraposicion con los resultados descriptos por Liu et al.
(2006), hallaron un pequefio incremento en los niveles de colesterol y triglicéridos en
ratas que consumieron kefir. St-Onge et al. (2002) describieron que el consumo de kefir

en sujetos con hipercolesterolemia no produjo efecto alguno sobre los niveles de
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colesterol total, y tampoco sobre la concentracion de colesterol LDL, colesterol HDL y
triglicéridos. En consecuencia, el efecto hipocolesterolémico del kefir esta en discusion.
Por otro lado, L. plantarum LPQO9 y LP45 aisladas de kefir redujeron el colesterol,
triglicéridos y colesterol-LDL y podrian utilizarse como agentes probidticos para el

tratamiento de la hipercolesterolemia (Huang et al. 2013a, 2013b).

= Efecto hipertensivo
Quirds et al. (2005) revelaron que el kefir elaborado a partir de leche de cabra
inhibe a la enzima transformadora de la angiotensina (ACE) in vitro por la presencia de
péptidos de bajo peso molecular producidos por la protedlisis durante la fermentacion.
También se ha descripto que la administracion oral de kefiran a ratones reduce la

actividad ACE en suero (Maeda et al. 2004a).

= Trastornos intestinales

El kefir mejora la digestibilidad y absorcidn de la lactosa debido a la presencia de
la enzima B-galactosidasa cuya actividad en el kefir es 60 % mayor que en el yogurt (De
Vrese et al. 1992; Hertzler & Clancy, 2003). Chen et al. 2013, observaron tanto in vivo
como in vitro, un efecto anticolitis atribuido a L. kefiranofaciens M1 aislado de kefir,
teniendo el potencial de ser aplicado en productos lacteos fermentados como una
terapia alternativa para los trastornos intestinales. Ademas, Bolla et al. (2013)
demostraron que un tratamiento oral con una mezcla de bacterias y levaduras aisladas
del kefir, entre ellas Lactococcus lactis sub lactis CIDCA 8221, L. plantarum CIDCA 83114,
L. kefiri CIDCA 8348, Kluyveromyces marxianus CIDCA 8154 y Saccharomyces cerevisiae
CIDCA 8112, fueron capaces de prevenir la diarrea y enterocolitis en un modelo animal

de hamsters Syrian provocada por C. difficile.

Adhesion bacteriana

Uno de los principales criterios para la seleccion de cepas de probidticos es su
capacidad de adherirse al epitelio intestinal, ya que esto determina sus interacciones

con el huésped y los microorganismos presentes en el sistema anfitrion (Alander et al.
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1999). Sin embargo el concepto que las bacterias probidticas tienen que ser capaces de
colonizar el segmento gastrointestinal estd muy discutido. El término colonizacion
describe la habilidad de una cepa particular de establecerse en el hospedador por un
periodo prolongado de tiempo sin necesidad de que la misma sea introducida
constantemente (Guarner et al. 2005). Se sabe que a nivel de género, la microbiota de
una persona adulta sana es estable, mientras que a nivel de especie, se producen
variaciones menores (Zoetendal et al. 1998). Sin embargo, la administracion de
antibidticos puede cambiar bruscamente la composicién microbiana intestinal y en este
caso, la administracion de bacterias probioticas puede modular el balance microbiano
positivamente, causando un incremento de las mismas y cambios en el nivel de otras
bacterias. De todas formas, no hay pruebas que las bacterias probiéticas tengan que
colonizar el intestino para ejercer efectos benéficos para la salud (Isolauri et al. 2004).
Aunque generalmente la adhesion al intestino es considerada como un factor
importante para lograr la colonizacion y pre-requisito esencial para ejercer una actividad
probidtica, también hay que considerar que la adhesion no es esencial dado que un
rapido crecimiento puede lograr el mismo fin si los microorganismos son consumidos en
forma constante (Fuller 1997; Ehrmann et al. 2002; Servin & Coconnier, 2003). Algunos
trabajos demuestran que la adhesidn al epitelio intestinal no garantiza la colonizacién
(Lee et al. 2000). Otro punto importante para tener en cuenta es que algunos
investigadores sugieren que la adhesion de las bacterias al intestino puede causar la
traslocacion y posterior infeccion de drganos en personas con predisposicion a la
bacteriemia, aunque consideran que existen otros factores que podrian estar

involucrados (Apostolou et al. 2001; Rinkinen et al. 2003).

Modelos para el estudio de adhesion bacteriana.

La capacidad de adhesidn de los probidticos esta estrechamente relacionada con
sus propiedades de la superficie. La pared celular de las bacterias Gram positivas se
compone de una capa gruesa de peptidoglicano, que esta “decorado” con varios
componentes, entre ellos acido lipoteicoicos, polisacaridos, proteinas, y entre ellas, las

proteinas de la capa-S (Schar-Zammaretti et al. 2005; Deepika et al. 2010).
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Una aproximacion simple para obtener informacion acerca de la capacidad de
adhesion en el ecosistema intestinal es estudiar las propiedades superficiales de las
cepas seleccionadas. Esto se puede lograr utilizando una combinacién de metodologias
tales como particion en hidrocarburos, interacciéon con otros microorganismos, adhesion
a monocapas celulares en cultivo, etc. Hasta ahora no ha sido desarrollada una técnica
que por si misma pueda caracterizar adecuadamente todos los aspectos de Ia
interaccién microorganismo-sustrato.

Existen diferentes modelos para estudiar las caracteristicas de la superficie
bacteriana y la capacidad de adhesion de microorganismos. Estos modelos van desde los
estudios de hidrofobicidad superficial hasta los estudios de adhesién in vivo. La
hidrofobicidad como una caracteristica de la superficie bacteriana ha sido estudiada
ampliamente. Cuando un componente no polar esta en un medio acuoso tiende a
agregarse para disminuir el area de la interface hidrocarburo-agua. En este fendmeno
estan involucradas las proteinas, entre otras moléculas, que contienen aminoacidos con
residuos hidrofébicos que podrian intervenir en las reacciones de adhesion entre
microorganismos entre si y con algun sustrato. Un microorganismo se va a adherir a una
superficie a través de un efecto hidrofdbico si posee una alta densidad de sitios no
polares sobre su superficie. Para muchos microorganismos, la particion en hexadecano
parece ser proporcional a la adherencia a determinadas superficies. Sin embargo, varios
autores (Ouwehand et al. 1999a; Schillinger et al. 2005; Golowzcyc et al. 2008) han
demostrado que no existe correlacion entre la hidrofobicidad de la superficie celular y la
adherencia a las células epiteliales. Por lo tanto, la hidrofobicidad podria contribuir a la
adhesion, pero no es indispensable.

La adhesion de las bacterias probidticas en el tracto gastrointestinal
comunmente se prueba in vitro utilizando lineas celulares modelo, tales como las células
Caco-2 (Tuomola & Salminen, 1998), células productoras de mucus (HT-29 MTX) o
mucus en si mismo (Ouwehand et al. 1999) y componentes de la matriz extracelular,
tales como los colagenos, fibronectina y laminina (De Leeuw et al. 2006). Estos sistemas
permiten y facilitan la seleccién preliminar de cepas potencialmente adherentes (Collado
et al. 2005). Las células Caco-2 son células de carcinoma de colon humano y se

diferencian en enterocitos maduros luego de la confluencia, son células polarizadas con
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desarrollo del borde apical “en cepillo” caracteristico de las células intestinales (Blum
et al. 1999). El tiempo de incubacion y la composicion del medio de crecimiento son
factores que influyen en la adhesion bacteriana a las células Caco-2. (Deepika et al.
2009; Ojeda et al. 2008). Esta linea es una de las mas utilizadas para estudiar y
seleccionar bacterias lacticas en base a su capacidad de adhesion (Pinto et al. 1983;
Tuomola & Salminen, 1998), sin embargo existen otras lineas celulares, también
derivadas de carcinoma de colon humano, ampliamente utilizadas, tales como HT29,
HT29-MTX (productora de mucus) y Caco-2/TC-7 que son un clon de las células Caco-2
(Blum et al. 1999; Servin 2004). Haeri et al. 2012 compararon el nivel de adherencia de
bacterias probidticas en tres lineas celulares de diferente origen tales como Caco-2,
células HEp-2 y lineas de células T84 (Tabla 2). El porcentaje de adhesion de 14 de los 16
microorganismos estudiados fue similar en células HEp-2 y Caco-2. La similitud
observada entre T84 y Caco-2 fue de 10 sobre 16. Estos sistemas ofrecen la ventaja de
qgue las células presentan una uniformidad celular, hay mayor reproducibilidad entre
ensayos que en los ensayos in vivo y los experimentos son mas simples. Por otro lado,
tienen la desventaja que pueden presentar una superficie diferente a la original,

especialmente en términos de distribucidn y accesibilidad de receptores.

Tabla 2. Lineas celulares mads usadas y origen correspondiente.

Linea Celular Origen
Caco-2 Células epiteliales de intestino — Origen humano
Caco-2/TC-7 Clon de la linea Caco-2
HEp-2 Células epiteliales de laringe — Origen humano
T84 Células epiteliales de intestino — Origen humano
HT29 Células epiteliales de intestino — Origen humano
Raw Monocitos macroéfagos de ratén
Vero Fibroblastos de rifién de mono

Los estudios de adhesion a tejidos vivos son la mejor aproximacion. Ciertos
estudios sugieren una correlacion entre los resultados in vitro e in vivo, lo que indica que

la adhesion in vitro podria ser utilizada para predecir el tiempo de residencia de los
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probioticos en el tracto gastrointestinal humano (Jacobsen et al 1999; Dunne et al.
2001).

La inoculacion de animales o voluntarios humanos es el sistema mas natural y
adecuado (Gardiner et al. 2004; Valeur et al. 2004). Los ensayos con animales son un
modelo que presenta buena correlacion con los ensayos en humanos. Hay que tener en
cuenta que para el relevamiento de un nimero elevado de bacterias los ensayos pueden
ser complicados ya que para los experimentos se necesita contar con una poblacion
suficientemente grande de animales para obtener resultados estadisticamente

representativos.

Microorganismos patogenos: Salmonella entérica serovar Enteritidis

Salmonella como agente causal de enfermedades.

Salmonella pertenece a la familia enterobacteriaceae, es un bacilo Gram
negativo (-), no esporulado. Es uno de los microorganismos patéogenos mas estudiados
debido a que es el agente etioldgico causante de muchas enfermedades definidas como
Salmonelosis. La enfermedad comunmente se manifiesta por enterocolitis aguda, con
aparicion repentina de cefalea, dolor abdominal, diarrea, nauseas y a veces vomitos; y
puede evolucionar a septicemia o infeccion focal. Rara vez es mortal, excepto en nifos
de corta edad, personas de avanzada edad e inmunodeprimidos. Las estrategias
convencionales para el tratamiento de esta enfermedad como la terapia con antibidticos
y la vacunacién tienen no sélo demostrado que son de eficacia sub-6ptima sino que
también conducen al desarrollo de cepas resistentes a multiples farmacos contra
Salmonella. Los cuadros clinicos de Salmonella entérica serovar Enteritidis estan
asociadas principalmente al consumo de huevos crudos o mal cocidos y productos
derivados contaminados, tales como mayonesas y merengues entre otros (Vaquero
et al. 2011). A pesar de las mejoras en sanidad e higiene, la salmonelosis continta siendo

un grave problema econdmico y para la salud (Patrick et al. 2004; Velge et al. 2005).
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En la Unidn Europea se estima que se producen cerca de 160.000 casos anuales
de gastroenteritis causada principalmente por Salmonella entérica serovar Typhimurium
y serovar Enteritidis. En el periodo 1995-1999, Salmonella fue el segundo agente causal
mas importante (35,3 %) de brotes de ETA (Enfermedades Trasmitidas por Alimentos) en
América Latina y el Caribe. Durante el periodo 1993-2002 se han registrado en
Latinoamérica 1256 brotes de salmonelosis, que afectaron a 48334 personas y
produjeron 15 muertes. El 29,2 % de los casos fue consecuencia del consumo de huevos
o productos derivados y el 9,4 %, fue debido a la ingesta de carne de aves. EI 9,8 % de los
brotes fue causado por Salmonella enterica serovar Enteritidis y en el 85 % de los casos
no se pudo determinar la serovariedad implicada (Fuente: Sistema de Informacién
Regional para la Vigilancia Epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos [SIRVETA]).

En Argentina durante el periodo 1993-2002 ocurrieron 60 brotes de salmonelosis
gue produjeron 889 enfermos y 4 muertos. Segun un informe del Boletin epidemioldgico
Nacional publicado en 2006 las 5 serovariedades prevalentes en muestras de origen
humano en Argentina en el periodo 2004-2005 fueron: S. Enteritidis (36,0 %), S.
Typhimurium (20,5 %), S. Infantis (8,7 %), S. Newport (5,3 %) y S. Agona (4,9 %);
siguiendo la misma tendencia que en afios anteriores. La mortalidad por salmonelosis en
paises desarrollados es poco frecuente (<5 %) sin embargo en paises en desarrollo con
mayor frecuencia de enfermedades invasivas la mortalidad se encuentra entre 18y 24 %
(Chimalizeni et al. 2010).

Para llevar a cabo el proceso patogénico, Salmonella presenta varios mecanismos
de virulencia. Los genes de virulencia mas importantes son los que se encuentran dentro
de las denominadas islas de patogenicidad de Sa/lmonella (SPI). Hasta el momento, se ha
descripto que cinco SPI tienen una importante contribucidn a la patogénesis (Frabega &
Vila, 2013). En la primera etapa de la infeccidn, la bacteria debe encontrar y adherirse a
uno o mas tipos de células del tejido intestinal. Algunos mecanismos de adhesién
pueden involucrar varios tipos de fimbrias o pili (Salyers & Whit, 2002). El ribete en
cepillo del epitelio intestinal permanece intacto hasta el momento en que Salmonella
llega al intestino y se acerca a la superficie epitelial. A partir de ese momento, las

microvellosidades circundantes empiezan a degenerarse con elongacion, edema vy
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crecimiento en un proceso llamado ruffling (rizado). Aqui, los efectores interactian con
las proteinas de la célula hospedadora para arreglar el citoesqueleto de actina e inducir
cambios morfolégicos que causan que estas células, normalmente no fagociticas,
internalicen la bacteria en un proceso llamado invasion (Darwin & Miller, 1999).

Maciel et al. (2012) mostraron que la administracion oral de Salmonella
entérica serovar Enteritidis a ratones provoca alteraciones en las microvellosidades del
intestino delgado de distintos grados de degeneracion, y crecimiento bacteriano en el

ciego luego de 2-3 semanas de la administracion de Salmonella.

Probidticos frente a la accion de Salmonella Enteritidis.

Las bacterias probidticas, principalmente bacterias lacticas y bifidobacterias,
producen un efecto positivo sobre la inmunomodulacién y actuan eficazmente en la
prevencion de diversos desdérdenes gastrointestinales (Fooks & Gibson, 2002; Perdigon
et al. 2002; Servin & Cocconier, 2003). Las bacterias de género Lactobacillus spp. tienen
la capacidad de interferir en la adhesion de Salmonella y otros patdgenos intestinales a
las células de epitelio intestinal. Existen numerosos trabajos, donde se demuestra este
papel protector, tanto sobre células en cultivo como in vivo. Lactobacillus acidophilus LB
y Lactobacillus johnsonii Lal junto con su sobrenadante de cultivo demostraron inhibir la
adhesion de E. coli enterotoxigenica, S. enterica serovar Typhimurium, Yersinia
pseudotuberculosis y Listeria monocytogenes (ETEC) a células Caco-2, de manera dosis-
dependiente (Coconnier et al. 1993; Bernet-Camard et al. 1997; Hudault et al. 1997). Lee
et al. (2002) demostraron que L. casei rhamnosus GG y L. casei Shirota fueron capaces
de competir con E. coli y Salmonella spp por la union a células Caco-2 a través de un
impedimento estérico, y el grado de inhibicidn estuvo relacionado con la distribucion de
los receptores a los que se unen los lactobacilos sobre las células Caco-2. Dos
lactobacilos aislados de intestino de pollo, L. acidophilus y L. fermentum, fueron capaces
de excluir por competicion a S. pullorum y S. enterica serovar Typhimurium en cultivo de
células intestinales, aunque no ocurrié lo mismo cuando las células fueron infectadas
con S. enterica serovar Enteritidis (Jin et al. 1996). En estudios sobre células HT-29,

Casey etal. (2004) observaron que las cepas aisladas de intestino de porcinos
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pertenecientes a las especies Lactobacillus salivarius subsp. salivarius DPC6005 vy L.
murinus DPC6002 y DPC6003, redujeron un 78 % la invasion de Salmonella. Santos et al.
(2003) demostraron que dos cepas aisladas de kefir, L. acidophilus CYC 10051 vy L.
kefiranofaciens CYC 10058, fueron capaces de adherir a células Caco-2, presentaron
resistencia a pH acidos y acidos biliares y fueron capaces de inhibir la adhesién de S.
enterica serovar Typhimurium a células Caco-2.

Reid & Burton (2002) sefialan que mas allda de que los estudios de actividad
antagonica de lactobacilos y bifididobacterias probidticas sobre células intestinales en
cultivo son un buen modelo y sirven para simular las condiciones in vivo, es dificil
extrapolar los resultados in vitro al proceso que se produce en el sistema digestivo in
vivo. Ademas, la flora residente, la presencia de mucus y el continuo movimiento
peristaltico podrian modificar la adhesion de las bacterias exégenas.

Los modelos animales podrian reflejar mas acertadamente el comportamiento de
las bacterias probidticas. El modelo in vivo mas comunmente usado para estudiar la
proteccion de bacterias probidticas contra la infeccion por Salmonella es el ratén.
L. johnsonii Lal (Bernet-Camard et al. 1997) y Lactobacillus GG (Hudault et al. 1997)
administrado a ratones gnotobidticos (con flora microbiana conocida), demostraron
tener actividad antibacteriana contra la infeccion con S. enterica serovar Typhimurium
C5, aumentando la supervivencia de los ratones. L. rhamnosus HNOO1 ha demostrado
aumentar la respuesta inmune y proteger a ratones BALB/C frente a la infeccién con S.
entérica serovar Typhimurium 1772 (Gill et al. 2001). También el sobrenadante de
cultivo de la cepa L. acidophilus LB administrado diariamente a ratones infectados con
Salmonella demostrd reducir los niveles de Salmonella viable en las heces (Coconnier et
al. 1997). Das et al. (2013) evaluaron la eficacia de L. plantarum KSBT 56, (aislado a partir
de un producto alimenticio tradicional de la India), en la prevencion de Salmonella
entérica serovar Enteritidis y su patogenicidad in vitro. Observaron que inhibe el
crecimiento, la invasion y la capacidad de formacion de biofilm de Sa/monella Enteritidis
sin inhibir el crecimiento de otras cepas de Lactobacillus. En los estudios realizados en
ratones hay que considerar que la patologia que provoca Salmonella difiere

marcadamente de lo que ocurre en el humano por lo que algunos trabajos han
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propuesto algunas modificaciones, por ejemplo, tratamiento con estreptomicina previo

a la infeccion, para favorecer que se desencadene la enfermedad (Barthel et al. 2003).
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El objetivo del siguiente capitulo es la selecciéon de microorganismos aislados de

kefir con potencialidad probidtica.

Para cumplir dicho objetivo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

= (Caracterizar la superficie de microorganismos aislados de kefir mediante
diferentes aproximaciones experimentales que van desde hidrofobicidad

superficial hasta adhesion a células intestinales in vitro.

= Evaluar la resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI).

= Estudiar el efecto de los sobrenadantes de lactobacilos aislados de kefir sobre Ia
viabilidad de Salmonella entérica serovar Enteritidis y en el proceso de asociacién

e invasion del patégeno.

= Estudiar la interaccion patogeno-lactobacilo y su efecto en el proceso de

adhesién e invasion en células Caco-2/TC-7.
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Microorganismos y condiciones de cultivo

Se estudiaron 13 lactobacilos aislados de granulos de kefir pertenecientes a la

coleccion del CIDCA (Hamet et al. 2013) y una cepa de coleccion:

-L. sp.: CIDCA 8383, CIDCA 8384.

-L. kefiri: CIDCA 8381, CIDCA 83101, CIDCA 83102.

-L. paracasei: CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA 83124.

-L. kefiranofaciens: CIDCA 8371, CIDCA 83118, CIDCA 83119, JCM 6985 (ICM Japan
Collection of Microorganisms, Institute of Physical and Chemical Research, Japan).

En todos los experimentos, se procedio a realizar un primer repique de cada
microorganismo a partir del cepario a -80 °C en caldo De Man-Rogosa-Sharpe (MRS)
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France) y a partir de ese primer repique se realizd un
segundo repique de trabajo. La pureza de los cultivos se verificd por coloracion de Gram
y caracteristicas de las colonias en agar MRS.

Los cultivos de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 se
realizaron en caldo MRS a 30 °C en aerobiosis durante 48 horas y 72 horas,
respectivamente. Para la obtencidon de las suspensiones, los microorganismos se
centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos, se lavaron 2 veces en buffer fosfato pH 7

(Apéndice), y se resuspendieron en el mismo buffer.

Resistencia a la bilis por método ecométrico

Para estudiar el desarrollo de los lactobacilos en presencia de bilis se utilizo el

método ecométrico (Kociubinski et al. 1999). De un cultivo abundante de

microorganismos en caldo MRS se tomd una ansada y se realizaron cinco estrias en

forma consecutiva (Figura 5) sin cargar nuevamente el ansa de manera tal de depositar
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la totalidad del indculo, quedando en la ultima estria una pequefia cantidad de
bacterias. Este procedimiento es equivalente a la siembra en tubos con diferentes
diluciones, de modo que el desarrollo bacteriano en la dilucién mas grande evidencia la
tolerancia real del microorganismo a la presencia de bilis.

La siembra se realizo sobre una placa de Petri conteniendo 9 ml de agar MRS
adicionado de 1 ml de solucién de bilis de buey al 5 % (p/v) esterilizada por filtracion. En
forma paralela, se realizé un control de crecimiento de la cepa en placas con agar MRS.

Se incubd a 30 °C durante 48 - 72 horas.

55

Figura 5. Método ecométrico, modo de siembra.

Para el analisis de los resultados se comparo el crecimiento en el medio sin bilis
(control) y el crecimiento en presencia de bilis. Se asigné un valor de 1 al crecimiento en
la primera estria, de 2 en la segunda, 3 en la tercera, 4 en la cuarta, y 5 en la quinta
estria. Luego se sumaron los valores obtenidos, siendo 15 el valor maximo que indica un
alto grado de resistencia a la bilis. En caso que exista en una estria con menos
crecimiento que en el control sin bilis, se le asigna un valor igual a la mitad del valor
correspondiente para un buen crecimiento en dicha estria. En forma paralela, como
control del experimento, se ensayaron cepas de microorganismos cuya resistencia a la
bilis de buey es conocida. Aquellas cepas cuyo valor fue de 0 - 5 se les asigno (+), de

5-10 (++) yde 10 — 15 (+++).

Hidrofobicidad superficial
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A los efectos de caracterizar los microorganismos de kefir en cuanto a sus
propiedades superficiales se comenzo a evaluar su hidrofobicidad superficial. EIl método
seleccionado en este trabajo es el denominado MATH (Microbial Adhesion to
Hexadecan) y esta basado en la tendencia de ciertos microorganismos de interactuar
con hidrocarburos liquidos, luego de un breve periodo de contacto (Ofek & Doyle, 1994).
Se utilizé n-hexadecano (J. T. Baker, Mallinckrofdt Inc.). Para las determinaciones se
utilizaron tubos de vidrio lavados con solucidn sulfocrémica para eliminar cualquier
sustancia que pudiera interferir con el resultado.

Una suspension de lactobacilos en fase estacionaria se ajusté a DOggo = 1 en un
espectrofotometro Spectronic 20D+ (Spectronic Instruments, U.S.). Se tomaron 2 ml de
la suspension (DOggo = 1) y se le agregaron 0,5 ml de n-hexadecano. Se procedio a la
medicion de la densidad optica inicial de la fase acuosa (DO;) y luego se agit6 en vortex
por 120 segundos a maxima velocidad. Se esperd 10 - 15 minutos para permitir la
separacion de las fases y se midié nuevamente la densidad optica (DOys) de la fase acuosa
a 600 nm. Se utilizé como blanco 2 ml de buffer fosfato con 0,5 ml de n-hexadecano. La
temperatura durante los ensayos se mantuvo entre los 22 y los 24 °C y se determind el

porcentaje de hidrofobicidad:

% H = [(DO; - DOy) / DO;] x 100

donde DO; y DO; son la densidad dptica inicial y final de la fase acuosa después de la

extraccion con n-hexadecano, respectivamente.

Autoagregacion

Se prepararon suspensiones de microorganismo de DOgo = 1 en buffer fosfato
pH 7. Se colocaron 2 ml de la suspension bacteriana en cubetas de vidrio cilindricas, se
agito rapidamente y se introdujo la cubeta en el espectrofotdmetro Spectronic 20D+
(Spectronic Instruments, U.S.) manteniendo las cubetas dentro del espectrofotémetro
sin agitar la suspension. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente entre 22 y

24 °C. Inmediatamente se tomo la densidad dptica inicial y luego se midid la disminucién
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de la turbidez de las suspensiones durante 24 horas. Los resultados se expresaron como

cinética de coagregacion en funcion del tiempo.

Resistencia al pasaje gastrointestinal in vitro

Para la evaluacion de la resistencia de lactobacilos a las condiciones
gastrointestinales, se utilizo el protocolo descripto por Grimoud et al. (2010). Se
prepararon suspensiones de 10°® UFC/ml de lactobacilos en una solucién gastrica
simulada (NaCl 125 mM, KCl 7 mM, NaHCO3; 45 mM, pepsina porcina 3 g/l (P7125 Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) ajustando el pH final a 2,5) y se incubaron 90 minutos, a
200 rpm y 37 °C con agitacion. Los microorganismos se lavaron con PBS (KH,PO,4 0,144
g/l, NaCl 9 g/I, Na,HPO, 0,795 g/I, pH 7,2), los pellets se resuspendieron en una solucién
intestinal simulada (NaCl 22 mM, KCI 3,2 mM, NaHCOs 7,6 mM, pancreatina porcina 0,1
% (p/v) (P1625 Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA), sales biliares 0,15 % (p/v) (48305
Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA) ajustando el pH final a 8 y se incubaron 180
minutos a 37 °C con agitaciéon (200 rpm). Se realizaron diluciones seriadas en triptona
0,1 % (p/v) y se realizé el recuento de microorganismos viables en agar MRS. Las placas
fueron incubadas a 30 °C en aerobiosis durante 48 horas. Los resultados se presentaron
como el numero de microorganismos que resistieron el proceso. Los ensayos se

realizaron al menos tres veces, con cuadriplicados intra-ensayo.

Adhesion bacteriana a epitelio intestinal in vitro

Se estudid la adhesion de lactobacilos al epitelio intestinal utilizando dos
modelos: adhesidon a mucina y adhesion a células Caco-2/TC-7. Se analizé la adhesion a
partir de cultivos en fase estacionaria y de los microorganismos luego de la simulacién

por el pasaje del tracto gastrointestinal.

Adhesién a células Caco-2/TC-7.
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Se estudio la adhesion de lactobacilos aislados de kefir a monocapas de células
intestinales in vitro. Se utilizaron células de la linea Caco-2/TC-7 cultivadas como se
indica en el Apéndice.

Para los ensayos de adhesion de bacterias lacticas, las monocapas fueron lavadas
con PBS a temperatura ambiente. A cada fosa se le agregd 500 pl de suspension
bacteriana previamente lavada con PBS llevada a DOgyp = 1 de un cultivo en fase
estacionaria (1-5.108 UFC/ml), resuspendida en DMEM de adhesién (Apéndice) a esta
concentracién no se observa saturacion en la curva de adhesién bacteriana (datos no
mostrados). Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 1 hora en atmodsfera controlada
(5 % CO; — 95 % aire) sin agitacion. Luego fueron lavadas 3 veces con PBS para remover
las bacterias no adheridas. A cada fosa se le colocé 500 ul de agua bidestilada estéril y se
dejo 1 hora a 37 °C para permitir la lisis y desprendimiento de la monocapa. Se tomo
todo el volumen de la fosa, se realizaron diluciones seriadas en triptona 0,1 % (p/v) y se
realizd el recuento de microorganismos viables en agar MRS. Las placas fueron
incubadas a 30 °C en aerobiosis durante 48 horas y las bacterias adheridas se expresaron
como UFC/ml. Los resultados son la media de al menos tres ensayos independientes en

tres pasajes consecutivos.

Adhesidon a mucina in vitro.

Los ensayos se realizaron segun lo descripto por Tallon et al. (2007). Se
sensibilizaron placas de 96 fosas (Maxisorp Nunc, Roskilde, Denmark) con una solucion
de mucina gastrica porcina tipo Ill parcialmente purificada (Sigma-Aldrich, USA) en PBS a
una concentracion final de 10 mg/ml, toda la noche a 4 °C. Luego, se adicioné a cada
fosa 100 pl de suspension bacteriana en PBS llevada a DOggo = 1 (1-5.108 UFC/fosa),
incubandose durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, las fosas se lavaron exhaustivamente
con PBS para eliminar los microorganismos no adheridos, se removieron las bacterias
adheridas con una solucién 0,5 % (v/v) de Tritéon X-100 y se cuantificaron mediante
recuento en placa. Los resultados son la media de al menos tres ensayos

independientes, cada uno de los cuales conté con 4 replicados intra-ensayo.

Lucia Zavala - 2015 47




CAPITULO 1
Seleccion de microorganismos probiéticos.

Digestion proteolitica de las proteinas y obtencion del mapa peptidico mediante

Espectrometria de Masa (MS) MALDI-TOF

Electroforesis Bidimensional (2D).

L. paracasei CIDCA 83123 antes y después de ser sometida a la soluciones que
simulan el pasaje por el tracto gastrointestinal fueron resuspendidas en 400 pl de
TrissHCI 30 mM a pH 8,0 conteniendo wurea 7 M, tiourea 2 M,
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS) 4 % (p/v) vy
amidosulfobetaine-14 (ASB14) 2 % (p/v). Las suspensiones bacterianas fueron sonicadas
durante 1 minuto con pulsos cada 0,5 segundos y luego centrifugadas a 16.000 g por 5
minutos. Los sobrenadantes fueron tratados con 2D Clean-up kit (GE Healthcare, USA), y
las proteinas que resultaron precipitadas fueron resuspendidas en 100 ml de Tris-HCI 30
mM a pH 8,5 con urea 8M, CHAPS 2,5 % (p/v) y ASB14 2 % (p/v). La primer dimensidén
(isoelectroenfoque) fue corrida en el equipo Ettan™ IPGphor 3, usando una gama de
anfolitos de 3-10 (tiempo: 8 hs, voltaje total: 16525 volts). Luego de la primera corrida,
fueron tratados con 10 mg/ml Ditiotreitol (DTT) para reducir los grupos disulfuro, y
luego tratados con 25 mg/ml de iodoacetamida con el fin de alquilar los grupos
sulfhidrilos libres. La segunda dimension (SDS-PAGE) fue realizada en geles de
poliacrilamida al 12 % usando un equipo BioRad Mini-Protean IV (BioRad Laboratories,
Richmond, CA, USA) segun Laemmli (1970). Como referencia de peso molecular se uso
Bench Mark Protein Ladder (GE Healthcare). Los geles se revelaron usando la tincién
Colloidal Blue, y luego se seleccionaron los spots que fueron removidos usando un

bisturi y se cortaron en piezas de 1 mm®.

Digestion de las proteinas.
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Para obtener la huella peptidica (peptide mass fingerprint) mediante
espectrometria de masa MALDI-TOF se realizé una digestion triptica in situ de los
polipéptidos separados mediante SDS-PAGE, siguiendo el protocolo detallado a
continuacion:

- Las muestras conteniendo los polipéptidos a ser digeridos se sometieron a SDS-
PAGE y se colorearon con la tincion de Coomasie. Las bandas seleccionadas se
separaron con bisturi, se cortaron en cubos de aproximadamente 1 mm de lado y
éstos se transfirieron a un tubo eppendorf.

- Se lavaron durante 5 minutos con 100-150 ml de agua MilliQ, se centrifugaron y
se retiro el liquido.

- Se agregd un volumen de acetonitrilo equivalente a 3 o 4 veces el volumen que
ocupaban los trozos de gel y se incubd durante 10-15 minutos. Luego se
centrifugo, se retiré el liquido y se seco en vacio.

- Para decolorar completamente los trozos de gel se rehidrataron con 100-150 pl
de NH;HCOs 25 mM / Acetonitrilo (ACN) 5 % (p/v) (pH 9), con agitacién durante
20 min. Luego se lavé con 100 pl de NH4HCO3 25 mM / ACN 50 % (p/v) (pH 9) vy
finalmente con 100 pl de ACN.

- Las proteinas se trataron con 100 ul de ditiotreitol 10 mM en NH;HCO; 25 mM /
ACN 5 % (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente, y luego los sulfhidrilos de
las cisteinas fueron alquilados mediante el tratamiento con iodoacetamida
50 mM en NH;4HCO; 25mM / ACN 5 % (p/v) durante 1 hora a 37 °C.

- Finalmente se realizo otro lavado y se secd al vacio.

Para la digestion enzimatica de las proteinas, a las piezas de gel se les agrego
tripsina (Promega Trypsin Gold, TPCK treated) en NH;HCO3 25 mM /ACN 5 % (p/v), en
una relacion aproximada de 1:20 tripsina a proteina. La reaccién enzimatica se mantuvo
durante 3 h a 37 °C, y luego se centrifugd, reservando el sobrenadante en un tubo.

Los péptidos se extrajeron de los trozos de gel mediante tres incubaciones
sucesivas con 100 pl de &cido trifluoroacético (TFA) 0,2 % (p/v), y finalmente una
incubacién con 15 pl de ACN 50 % (p/v) y TFA 0,1 % (p/v).

Luego de cada incubacion se realizé6 una centrifugacion y todos los

sobrenadantes se reunieron en un tubo. Los sobrenadantes colectados se secaron en
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SpeedVac y luego los péptidos se resuspendieron en 5 pul ACN 50 % / TFA 0,1 % para
analizarlos por MALDI-TOF MS.

Todos los reactivos utilizados fueron provistos por Sigma-Aldrich.

Espectrometria de Masa (MALDI-TOF).

Se utilizd6 MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry) para determinar las identidades de las proteinas. La labor
experimental se realizé en colaboracion con el Dr. Sebastian Trejo y el Dr. Francesc
Xavier Avilés Puigvert, en el laboratorio de Ingenieria de Proteinas y Enzimologia del
Instituto de Biotecnologia y Biomedicina (IBB) de la Universidad Autéonoma de
Barcelona, Espafia.

El andlisis se llevd a cabo en un espectrémetro de masas MALDI-TOF Bruker
modelo UltraFlex TOFTOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA) equipado con un laser de N,
(337 nm con pulsos de 1-5 ns) y una fuente de aceleracion de iones de 25 kV. En un tubo
se mezclo 0,5 pl de cada muestra con 1 ml de solucidon de matriz (acido « -ciano-4-
hidroxicinamico 10 mg/ml en una solucién acuosa de acetonitrilo 30 % (p/v) y acido
trifluoroacético 0,1 % (p/v)). Se deposité 0,5 a 1 ml de la mezcla sobre una placa
GroundSteel (Bruker Daltonics) y se dejo cristalizar. Para la calibracion externa se utilizo
una mezcla de patrones Bruker Daltonik GmbH. Las masas peptidicas fueron adquiridas

dentro del rango de m/z 800 a 4000.

Parametros de busqueda en bases de datos.

Luego de la calibracién externa e interna de los espectros se generaron listas de
péptidos monoisotdpicos con una sola carga que se utilizaron como valores de entrada
para la busqueda en bases de datos usando el programa flexAnalysis (Bruker Daltonics).
Las busquedas se llevaron a cabo en las bases de datos MSDB y NCBInr, usando la
herramienta de busqueda MASCOT PMF (www.matrixscience.com). Se incluyeron como
posibles modificaciones la oxidacion de metionina y la alquilacién de cisteinas, se

consideraron hasta dos cortes tripticos no realizados y se fijé en 100 ppm la tolerancia
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para la masa de los péptidos monoisotdpicos. Se realizaron asignaciones de picos de

manera interactiva utilizando el programa BioTools (Bruker Daltonics).

Interaccion con Salmonella entérica serovar Enteritidis

Condiciones de cultivo de Salmonella entérica serovar Enteritidis.

Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 aislada de una muestra clinica
del Hospital de Pediatria Prof. Juan P. Garrahan, Buenos Aires, Argentina, fue provista
por el Dr. H. Lopardo. La cepa se conservo a -80 °C, se reactivo en caldo nutritivo y luego
se sembro en agar nutritivo inclinado (que se mantuvo a 4 °C). Para todos los ensayos, se
tomd una ansada del agar inclinado y se crecié en caldo nutritivo a 37 °C durante 18

horas.

Ensayo de asociacion e invasion de Salmonella a células Caco-2/TC-7.

Para determinar la capacidad de asociacion e invasion de la cepa de Salmonella
enterica serovar Enteritidis las células de la linea Caco-2/TC-7 se incubaron 7 dias en
placas de 24 fosas. Las monocapas fueron lavadas 2 veces con PBS a temperatura
ambiente. Se centrifugé un cultivo de Salmonella a 5.000 g durante 5 minutos y se
resuspendié en DMEM de adhesion (Apéndice). A cada fosa se le agregd 500 pl de
suspension de Salmonella (aproximadamente 1.10® UFC/ml). Las placas se incubaron
durante 1 hora a 37 °C en atmosfera controlada (5 % CO; — 95 % aire) sin agitacion y
luego se lavaron 3 veces con PBS para eliminar las bacterias no asociadas. Para
cuantificar la asociacion (bacterias adheridas + internalizadas), a cada fosa se le agrego
500 pl de agua bidestilada estéril y se incubd 1 hora a 37 °C. Esto permitié desprender la
monocapa. Luego, se tomod todo el volumen de la fosa, se realizaron diluciones en
triptona 0,1 % (p/v) y se sembraron en agar nutritivo.

Para diferenciar las bacterias asociadas de las internalizadas se utilizd

gentamicina como antibidtico. La gentamicina no difunde a través del dominio apical de
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las células; las bacterias que no internalizan son afectadas por el antibidtico y las que
estan internalizadas sobreviven. La concentracion de gentamicina utilizada fue de
100 pg/ml en PBS, teniendo como stock soluciéon 100 X (100 mg/ml) (Golowzcyc et al.
2007). Para ello se colocé a cada fosa 0,5 ml de gentamicina (100 pg/ml PBS) y se incubd
durante 1 hora a 37 °C. Luego de la incubacién, la monocapa fue lavada 3 veces con PBS
para eliminar el antibidtico y se agregaron 500 pl de agua bidestilada estéril (1 hora a
37 °C) para lisar la monocapa y permitir que las bacterias internalizadas se liberen. Se
realizaron diluciones apropiadas en triptona 0,1 % (p/v) y el recuento en placas de agar

nutritivo. Los resultados se expresaron como UFC/ml.

Obtencidon de sobrenadantes libres de células y las suspensiones de lactobacilos.

Los cultivos de L. kefiri y L. paracasei incubados en las condiciones descriptas en
el presente capitulo fueron centrifugados a 10.000 g durante 15 minutos. Para obtener
los sobrenadantes libres de células, éstos fueron filtrados a través de una membrana de
celulosa con un diametro de poro de 0,45 um (Millipore Corporation, Milford,
MA 01757, USA). El pH de estos sobrenadantes se determiné con un microelectrodo
combinado de vidrio (Cole-Parmer).

Los pellet de cada bacteria fueron resuspendidos en PBS y se ajustaron a la

. . . . 8
concentracién requerida en cada ensayo, siendo la misma de 10 UFC/ml.

Determinacion de la concentracion de acidos organicos.

La concentracién de acidos organicos en los sobrenadantes se determiné por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) segun el método descripto por Lombardi
et al. (1994). La separacion de los acidos se llevé a cabo en una columna de intercambio
ionico AMINEX HPX- 87H (Biorad Labs) equipado con un detector UV a 214 nm (Waters
TM 996, Millipore Corporation, Milford, MA 01757, USA). La identificacidn se baso en la
comparacion de los tiempos de retencion de los acidos de las muestras con soluciones
standard de acido lactico y acido acético (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Los

sobrenadantes se filtraron a través de una membrana de 0,45 pum (Millipore
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Corporation) y se inyecto en el cromatégrafo un volumen de 10 pl. La determinacion se
llevé a cabo a una velocidad de flujo de 0,7 ml / minuto a 60 °C utilizando H,SO4 0,009 N
como fase movil. Los solventes fueron desgaseados previamente bajo vacio. Se
realizaron curvas de calibracién con acido lactico y acido acético mediante las cuales se

calcularon las concentraciones de dichos acidos en las muestras.

Determinacion de la concentracion de dcido Ildctico no disociado.
Para el cdlculo de la concentracién de acido lactico no disociado ([LH]) se tuvo en

cuenta que la reaccion de disociacion del acido es,
LH<->L +H"

Con una constante de equilibrio
Keq = [LT[H'] / [LH]

La concentracion de acido lactico total esta dada por la suma del acido disociado

([L']) y el no disociado ([LH])
Cacido = [LH] + [L]

A partir de lo anterior se puede expresar la K.q como
Keq = (Cacido — [LH]) [H*] / [LH]

Considerando que pH = -log [H'] y que el pK = -log Keq = 3,86 (para el 4cido
lactico), el calculo de la concentracion de acido lactico no disociado se realizé con la

siguiente expresion:

[LH] = Cacigo/ 1+10PHPY)

Coagregacion de Lactobacilos con Salmonella entérica serovar Enteritidis.

Las suspensiones de bacterias lacticas se ajustaron a DOggo = 1, se tomd 1 ml y se

la mezclé en una cubeta cilindrica con 1 ml de suspensién de Salmonella enterica
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serovar Enteritidis. Luego de mezclados 10 segundos por vortex, la cubeta con la mezcla
se introdujo en el espectrofotometro, se tomo el valor de DOjyicial Y S€ midid la DO, cada

15 minutos por un total de 8 horas y se grafico la cinética de coagregacion.

Asociacion e invasion de Salmonella Enteritidis a células Caco-2/TC-7 previa

incubacion de Salmonella con lactobacilos.

Se prepararon suspensiones de lactobacilos (en una concentracion de
aproximadamente 1.10® UFC/ml) y de Salmonella de 1.10° UFC/ml aproximadamente. Se
preincubé 200 pl de la suspension de lactobacilos con 200 pl de la suspension de
Salmonella durante 1 hora a 37 °C y luego, fueron adicionados a la placa de Caco-2/TC-7
junto con 400 pul de DMEM de adhesion. Se incubaron las placas durante 1 hora a 37 °C
en atmadsfera controlada (5 % CO, — 95 % aire) sin agitacion. Luego de lavar las fosas 3
veces con PBS, se cuantificd Salmonella asociada e internalizada. Como control, 200 pl
de suspension de Salmonella se preincubé con 200 pl de PBS sin lactobacilos a 37 °Cy se

procedid de la misma forma.

Asociacion e invasion de Salmonella Enteritidis a células Caco-2/TC-7 previa

incubacién de la monocapa con lactobacilos.

Se utilizaron placas de 24 fosas con células Caco-2/TC-7. Las fosas se lavaron
3 veces con PBS para eliminar el medio de cultivo. A cada fosa se le agregd 500 pl de una
suspension de lactobacilos previamente lavada y resuspendida en DMEM de adhesion
(Apéndice). La concentracion de lactobacilo agregada a la fosa fue de 1.10% UFC/ml. Las
placas se incubaron 1 hora a 37 °C en atmdsfera controlada (5 % CO; — 95 % aire) sin
agitacion. Luego, se lavaron 3 veces para eliminar los lactobacilos no adheridos. A las
fosas preincubadas con los lactobacilos se agregd 500 pl de una suspension de
Salmonella en DMEM de adhesion y se incubé nuevamente durante 1 hora a 37 °C en
atmosfera controlada (5 % CO; — 95 % aire). La concentracion de Salmonella agregada a
la fosa fue de 1.10° UFC/ml. Luego de la incubacién, se determindé el nimero de

bacterias asociadas e internalizadas y se analizo el citoesqueleto mediante tincidon con
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faloidina marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se realizé un control de la
asociacion e invasion de Salmonella. Para ello, 4 fosas (2 para evaluar asociacion y 2 para
evaluar invasion) fueron preincubadas con DMEM de adhesidn sin lactobacilos antes de

adicionar la suspension de Salmonella.

Marcacion fluorescente del citoesqueleto con faloidina.

Las células Caco-2/TC-7 se sembraron en placas de 24 fosas sobre portaobjetos
de vidrio (Assistent, Alemania). Estos vidrios fueron previamente lavados con agua y
detergente no idnico (Extran MAO2 neutro, Merck, Darmstadt, Alemania) y luego de un
enjuague exhaustivo con agua destilada, se colocaron en cajas de Petri y se esterilizaron
en autoclave. Se realizaron ensayos de infeccién con Salmonella Enteritidis CIDCA 101
sin tratar y luego de tratar la célula epitelial con lactobacilos tal como se describié en el
item anterior.

Las muestras se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron durante 2 min con
paraformaldehido 3 % (p/v) en PBS y se trataron durante 10 minutos con NH,Cl 50 mM
para bloquear las funciones aldehido libres. Luego fueron permeabilizadas mediante
tratamiento durante 4 min con 0,2 % (p/v) de Tritén X -100 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo.), se agrego PBS y se incubd durante 10 min. Las células lavadas dos veces con
PBS fueron tratadas durante 10 minutos con 0,2 % (p/v) de gelatina en PBS. Se extrajo
completamente el buffer y se agregaron a cada fosa 20 ul de faloidina fluorescente
(Sigma Chemical, St. Louis, USA) en concentracién 0,5 pg/ml en PBS-gelatina. Las células
se incubaron a temperatura ambiente durante 45 min en cdmara himeda y al abrigo de
la luz. Luego fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas durante 10 minutos en
PBS-gelatina. Los vidrios fueron retirados de las fosas, escurridos y montados invertidos
sobre 7 ul de glicerol 50 % (p/v) en PBS con 0,1 % (p/v) de azida de sodio. Las muestras
fueron conservadas en oscuridad hasta su observacion en un microscopio invertido de
fluorescencia Nikon Ti-Eclipse en combinacién con un software de procesamiento de

imagenes NIS-elements.

Cinética de muerte de Salmonella Enteritidis en sobrenadantes de cultivo de

lactobacilos aislados de kefir.
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Un cultivo de Salmonella de 18 horas en caldo nutritivo a 37 °C se centrifugé
durante 4 minutos a 5.000 g. El pellet se resuspendid en el mismo volumen de
sobrenadante de cultivo libre de células de lactobacilos y se incubé a 37 °C. A intervalos
de tiempo predeterminados se tomaron alicuotas y se realizaron diluciones en triptona
0,1 % (p/v). Las diluciones se sembraron en agar nutritivo y las colonias se contaron
después de 24 horas de incubacion. Como control se resuspendio el pellet de Salmonella
en el mismo volumen de MRS acidificado artificialmente con acido lactico a los pH

correspondientes de los sobrenadantes de cada lactobacilo.

Efecto de los sobrenadantes de lactobacilos aislados de kefir sobre la asociacion

e invasion de Salmonella Enteritidis a células Caco-2/TC-7.

Para estos ensayos se realizo una preincubacion de Salmonella con
sobrenadantes de cultivo de diferentes lactobacilos aislados de kefir. Para esto, un
cultivo de 18 horas de Salmonella se centrifugd (5.000 g, 4 minutos) y el pellet fue
resuspendido en igual volumen de sobrenadante de cultivo de lactobacilos libre de
células llevado a pH 4,5. Luego, se incubd a 37 °C durante 1 hora, condicion donde no se
ve afectada la viabilidad de Salmonella. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd y
se resuspendi6 en DMEM de adhesion. Se cuantificd la asociacién e invasion de
Salmonella a las células en cultivo como se indicé anteriormente. Se realizaron los
siguientes controles:

-Salmonella sin ningun pretratamiento resuspendida en PBS.

-Salmonella pretratada con MRS acidificado artificialmente con acido lactico a pH 4,5.

Analisis estadistico
Los resultados se expresaron como la media + desvio standard de al menos tres

experimentos independientes. El estudio estadistico se realiz6 con el programa

GRAPHPAD Prism version 5.0 para Windows (San Diego, CA). Se efectué un analisis de
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varianza simple (ANOVA) para determinar la diferencia entre medias. Las diferencias
significativas entre los valores medios de cada experimento fueron determinadas por el

test Tukey (intervalo de confianza del 95 %).
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Resistencia a la bilis

La seleccion de nuevas cepas con propiedades probidticas es un aspecto de
interés ya sea desde el punto de vista basico como aplicado. Una cepa para ser
considerada probidtica debe llegar viable al intestino para ejercer su efecto promotor de
la salud. En consecuencia, debe resistir el pasaje por el tracto gastrointestinal, ser capaz
de colonizar el intestino al menos en forma transitoria, ejercer efecto probidtico in vivo
0 in vitro contra algun microorganismo patégeno, y no producir riesgos para la salud
(Codigo Alimentario Argentino, articulo 1389). Para llegar viable al intestino las bacterias
deben tolerar las condiciones adversas a las que son sometidas al atravesar el tubo
digestivo. Se estudid como primera propiedad para la seleccion de microorganismos
potencialmente probidticos la capacidad de crecer en presencia de bilis de buey a
0,5 % (p/v). En este trabajo se utilizaron 13 cepas de Lactobacillus aisladas de granulos
de kefir que fueron identificados como L. paracasei (5 cepas), L. kefiri (3 cepas), L.
kefiranofaciens (4 cepas) y dos cepas de Lactobacillus cuya especie no pudo
determinarse con las técnicas utilizadas (Hamet et al. 2013). En la Tabla 3 se muestran
los resultados del crecimiento de las cepas mencionadas en presencia de bilis.

De las 13 cepas de Lactobacillus estudiadas solo 3 de ellas, L. kefiri CIDCA 83101y
L. kefiranofaciens CIDCA 8371 y CIDCA 83118, no mostraron crecimiento en medio con
bilis. El resto de los lactobacilos fue capaz de desarrollar en presencia de bilis siendo
L. paracasei CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA 83102 las cepas que presentaron mayor
capacidad de desarrollar en esta condicion (Tabla 3). Cabe destacar que lactobacilos de
la misma especie presentaron comportamientos diferentes en cuanto a su capacidad de
crecer en presencia de bilis de buey 0,5 % (p/v) confirmando que esta propiedad es

cepa-dependiente.
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Tabla 3. Crecimiento de lactobacilos en presencia de bilis de buey 0,5 % (p/v).

Cepa (codigo CIDCA) . Especie Crecimiento en bilis
(método ecométrico)
8383 Lactobacillus sp +
8384 Lactobacillus sp ++
8339 Lactobacillus paracasei +
83120 Lactobacillus paracasei ++
83121 Lactobacillus paracasei ++
83123 Lactobacillus paracasei ++
83124 Lactobacillus paracasei +++
83102 Lactobacillus kefiri +++
83101 Lactobacillus kefiri -
8381 Lactobacillus kefiri +
8371 Lactobacillus kefiranofaciens -
83118 Lactobacillus kefiranofaciens -
83119 Lactobacillus kefiranofaciens +

(*) CIDCA: Centro de Investigacién y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos.

Adhesion bacteriana in vitro a células intestinales Caco-2/TC-7

La adhesion a epitelio es un requisito previo para la colonizacién bacteriana y ha
sido considerado como uno de los principales criterios para la caracterizacion de
bacterias probidticas (Castro & De Robetto, 2006; Tuomola et al. 2000). Al adherirse, las
bacterias extienden su tiempo de residencia en el intestino y como consecuencia,
pueden influir en la salud del hospedador modificando la microbiota local o modulando
la respuesta inmune. Los experimentos de adhesion in vivo son dificiles de llevar a cabo,
por ello se han desarrollado varios modelos in vitro para evaluar la capacidad de
adhesion de diversas bacterias. Se han utilizado muchas matrices para ensayos de
adhesion in vitro que incluyen mucus, proteinas de membrana (coldageno, laminina,
fibronectina, etc) y diferentes lineas celulares entre las que se puede mencionar la linea
celular Caco-2 que es modelo de epitelio intestinal. En este trabajo se selecciond la linea
Caco-2/TC-7 para realizar los ensayos de adhesién in vitro de las 13 cepas de

lactobacilos. En una primera etapa se analizo el efecto de la concentracion de bacterias
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iniciales agregadas a la monocapa de células en la adhesion. A modo de ejemplo, en la
Figura 6 se muestra la adhesion de L. kefiranofaciens CIDCA 83118 en funcion del
numero de microorganismos iniciales. Se observd una relacion lineal entre
microorganismos adheridos e iniciales cuando el niumero inicial varié entre 1.10° y
1.10° UFC/ml. A una concentracién inicial de 10° UFC/mI, el nimero de lactobacilos
adheridos fue 1.10° UFC/ml. A partir de dicha concentracion no se observé aumento en
el nimero de microorganismos adheridos indicando que los sitios probables de adhesion
de las células ya estarian cubiertos o saturados. El mismo comportamiento se observo
para todos los lactobacilos estudiados, aunque en algunas cepas, la relacion lineal se

mantuvo hasta mayores concentraciones de lactobacilos iniciales (1.10* UFC/ml).

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

L 3

1,00E+06 *

1,00+05 ‘

Microorganismos adheridos
(UFC/mlI)

1,00E+04 =

1,00E+03
1,00E+04 1,00E+05 1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09 1,00E+10

Microorgainsmos iniciales (UFC/ml)

Figura 6. Adhesion de Lactobacillus kefiranofaciens CIDCA 83118 a células Caco-2/TC-7 en funcién de
la concentracién de lactobacilos iniciales.

Teniendo en cuenta estos resultados, la concentracion de lactobacilos elegida
para comparar la capacidad de adhesion de las cepas en estudio a esta linea celular fue
1.10® UFC/ml. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 7.

Se observé que las cinco cepas de L. paracasei presentaron los mayores valores
de adhesién (entre 1.10° y 1.10" UFC/ml). L. kefiranofaciens CIDCA 8371 y CIDCA 83118
presentaron valores de adhesion proximos a 1.10° UFC/ml. L. kefiri CIDCA 83101 y CIDCA
83102 mostraron valores de adhesién del orden de 10°-10° UFC/ml mientras que L. kefiri
CIDCA 8381, Lactobacillus sp. CIDCA 8383 y CIDCA 8384 presentaron los menores valores
de adhesién (10° y 10° UFC/m).
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Figura 7. Lactobacilos adheridos (UFC/ml) a células Caco-2/TC-7 in vitro. La linea punteada indica
nimero de microorganismos iniciales [1{}8 UFC/ml).

La capacidad de adhesion de lactobacilos es muy variada, inclusive dentro de una
misma especie. Los mayores valores de adhesion en las condiciones del presente trabajo
se obtuvieron con las 5 cepas de L. paracasei, con L. kefiri CIDCA 83102 y CIDCA 83101y
L. kefiranofaciens CIDCA 8371 y CIDCA 83118. Sin embargo, algunos trabajos describen
que cepas de L. paracasei aisladas de otras fuentes presentan una capacidad de
adhesion entre 0,08 % a 0,11 % (Minelli et al. 2004; Maragkoudakis et al. 2006), menor a
la encontrada en el presente trabajo cuyos valores oscilan entre 0,31 % y 5,04 %.

En la Figura 8 se presentan los resultados de resistencia a la bilis y adhesion a

células Caco-2/TC-7 de las cepas estudiadas.

Microorganismos
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Lactobacillus s Lactobacillus paracasei Lactobacillus kefiri Lactpbacillus kefiranofaciens
Figura 8. Lactobacilos adheridos (UFC/ml) a células Caco-2/TC-7 in vitro. (+) y (-) indican crecimiento
en medio MRS agar en presencia de bilis (0,5 % (p/v)). La linea punteada indica nimero de
microorganismos iniciales correspondiente a 10® UFC/ml.
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Las 5 cepas de L. paracasei estudiadas en este trabajo presentaron resultados
similares entre ellas en la capacidad de adhesiéon a células Caco-2/TC-7 in vitro y todas
fueron capaces de crecer en presencia de bilis de buey 0,5 % (p/v), pero presentaron
distinta capacidad de crecimiento. L. paracasei CIDCA 83124 presenté la mayor
resistencia al desarrollo en bilis, L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83121 y CIDCA 83123
presentaron una resistencia intermedia, mientras que L. paracasei CIDCA 83120
presentd una menor resistencia al crecimiento en bilis. La capacidad de adhesion y de
crecimiento en presencia de bilis de las distintas cepas de L. kefiri fue variable, y sélo
L. kefiri CIDCA 83102 presentd alta capacidad de adhesion a células de epitelio intestinal
y resistencia al crecimiento en bilis.

Teniendo en cuenta el crecimiento en bilis y la capacidad de adherirse al epitelio
intestinal (Figura 8), se seleccionaron las siguientes cepas para continuar los estudios de
propiedades probidticas: L. kefiri CIDCA 83102, L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120,
CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124.

Adhesion a mucina

Las células epiteliales del tracto gastrointestinal estan cubiertas por una capa de
mucus que protege al epitelio de los dafios mecanicos, de patégenos, y también
proporciona un habitat y nutrientes para la microflora intestinal (Tuomola et al. 1999). El
mucus es la primera barrera en el intestino que enfrentan los microorganismos, por lo
tanto, la adhesion a esta matriz se considera requisito previo para la colonizacién del
intestino (Ouwehand et al. 1999). Los componentes principales del mucus son
glicoproteinas poliméricas [lamadas mucinas que han sido ampliamente utilizadas para
los ensayos de adhesion in vitro de probidticos (Tuomola et al. 2000; Matsumoto et al.
2002). Algunos autores estudiaron la adhesion sobre células productoras de mucus tales
como HT-29 MTX y se ha informado que muchos lactobacilos y bifidobacterias son
capaces de unirse a esta capa protectora que cubre la mucosa intestinal (Collado et al.

2007b; Ruas-Madiedo et al. 2006).
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Se evalud la capacidad de adhesion de las cepas seleccionadas a mucina gastrica
porcina tipo Il parcialmente purificada y los resultados se presentan en la Figura 9.

Los 6 lactobacilos estudiados (5 cepas de L. paracasei y una de L. kefiri) fueron
capaces de adherirse a mucina en concentraciones entre 1.10° y 1.10° UFC/ml cuando la
concentracion de microorganismos iniciales fue de 1.10° UFC/ml. L. paracasei CIDCA
8339 y CIDCA 83120 fueron las cepas que presentaron mayor capacidad de adhesion a
mucus. El resto de las cepas estudiadas presentaron menor capacidad de adhesion y

entre ellas no se observaron diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 9. Adhesion de Lactobacillus paracasei y Lactobacillus kefiri (UFC/ml) a mucina. Los resultados
son el promedio de cuatro ensayos independientes. Las letras indican diferencias significativas entre
lactobacilos (p<0,05). La linea punteada indica numero de microorganismos iniciales
correspondiente a 10% UFC/m.

Los mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la adhesidon a mucus son
poco conocidos pero se ha descripto la participacion de proteinas de superficie
bacterianas ya que se ha observado una disminucion de la adhesion después de
tratamientos con proteasas sobre las bacterias (Tuomola et al. 2000; Lorca et al. 2002).
Ademas las proteinas de superficie purificadas son capaces de adherirse a mucus o a
células epiteliales (Roos et al. 1996; Sillanpaa et al. 2000). Muchas de ellas presentan
componentes glicosidicos en su estructura. Por ejemplo, la cepa L. kefiri 8348 posee
capa-S glicosilada (Mobili et al. 2009) y tiene capacidad de adhesién a mucus (Carasi
et al. 2013) y a células epiteliales (Golowczyc et al. 2007). Por otro lado, la adhesion de

Lactobacillus plantarum a células HT-29 es una propiedad cepa-dependiente y mediada
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por manosa (Adlerberth et al. 1996). Las cepas de L. paracasei estudiadas en este
trabajo son productoras de polisacarido (Hamet et al. 2013), en consecuencia seria
factible pensar en la intervencion de componentes glucidicos en las propiedades de
adhesion.

En la Figura 10 se compara la adhesion de los lactobacilos estudiados a células

del epitelio intestinal Caco-2/TC-7 y a mucina.
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Figura 10. Comparacion de valores de adhesion de lactobacilos (UFC/ml) a células Caco-2/TC-7 (F vy
a mucina ([JJ. (*) indica diferencias significativas entre los valores de adhesién a las dos matrices
para cada lactobacilo. Las barras de desvio estandar corresponden al promedio de tres ensayos
independientes. La linea punteada indica nimero de microorganismos iniciales correspondiente a
10® UFC/ml.

Todos los lactobacilos estudiados presentaron valores de adhesién a mucina
significativamente diferentes respecto a los obtenidos en la adhesion a células
Caco-2/TC-7. La diferencia entre ambas matrices no superd el orden logaritmico excepto
para L. kefiri. La adhesion de lactobacilos a distintos modelos ha sido estudiada por otros
autores y los porcentajes de adhesion observados resultaron muy variables, incluso
entre cepas de una misma especie de microorganismos (Cebrian et al. 2012; Pigtek et al.
2012). La capacidad de adhesion a diferentes superficies de cepas de L. plantarum
depende de la cepa y la matriz bioldgica utilizada (Tallon 2007; Jacobsen et al. 1999).
Resultados similares se han descripto con diferentes cepas de L. casei (Tuomola &

Salminen, 1998).
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La capacidad de adhesion a diferentes superficies estaria asociada a los
componentes presentes en la superficie microbiana. Los componentes presentes en la
superficie de los microorganismos afectan el valor de la hidrofobicidad superficial.

El método mas comun para medir la hidrofobicidad es medir la particién de una
suspension bacteriana en un hidrocarburo, tal como el hexadecano. Este método es
popular por su simplicidad, reproducibilidad y por ser no destructivo para las bacterias
(Doyle & Rosenberg, 1990).

En este trabajo se utilizo el denominado MATH (Microbial Adhesion to
Hexadecan), una técnica basada en la tendencia de ciertos microorganismos de
mantenerse en la fase acuosa (hidrofilico) o migrar a la fase no polar (hidrofébico) luego
de un breve periodo de contacto (Ofek & Doyle, 1994). Los resultados de particion en
hexadecano se presentan en la Tabla 4. En la tabla también se muestra un lactobacilo
hidrofébico como L. kefiri CIDCA 8348 y un lactobacilo hidrofilico como L. plantarum

CIDCA 83114, que fueron utilizadas como controles.

Tabla 4. Porcentajes de hidrofobicidad superficial de los lactobacilos estudiados.

L. plantarum CIDCA 83114 5,28+ 1,29

L. kefiri CIDCA 8348 37,41+ 2,62
L. kefiri CIDCA 83102 5,22+1,20
L. paracasei CIDCA 8339 7,13+ 0,09

L. paracasei CIDCA 83120 9,00+1,23
L. paracasei CIDCA 83121 3,83+0,14
L. paracasei CIDCA 83123 5,74+ 0,19
L. paracasei CIDCA 83124 5,39+0,73

Todos los lactobacilos estudiados mostraron ser altamente hidrofilicos, y durante
el ensayo no presentaron una tendencia a pasar al solvente orgdnico sino que se
guedaron en el buffer (fase acuosa) que las contenia (Tabla 4). Este comportamiento
hidrofilico podria ser debido a la presencia de componentes de naturaleza glucidica en la

superficie bacteriana.
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La hidrofobicidad superficial se ha asociado con la habilidad de un
microorganismo de adherirse a un sustrato, aunque la adhesion a superficies
generalmente involucra multiples factores. En bifidobacterias, la hidrofobicidad
superficial se ha relacionado con la capacidad de adherirse al epitelio intestinal (Perez
et al. 1998), sin embargo en lactobacilos existen resultados contradictorios sobre Ila
relacion entre la hidrofobicidad superficial y la adhesion a epitelio (Ouwehand et al.
1999; Vinderola et al. 2004; Schillinger et al. 2005; Golowczyc et al. 2008; Wadstrom
et al. 1987; Ehrmann et al. 2002; Van Der Mei et al. 2003). En este trabajo demostramos
que cepas altamente hidrofilicas son capaces de adherirse tanto a células epiteliales
como a mucina, indicando una posible interaccion de componentes de naturaleza

glucidica, ya sea asociado a proteinas o la presencia de exopolisacaridos en la superficie.

Adhesion a epitelio y pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro

Si bien la adhesidn a epitelio y a mucus es una de las propiedades a estudiar de
las bacterias potencialmente probidticas, las mismas antes de llegar al epitelio deben
pasar por el tracto gastrointestinal, es asi, que la resistencia al acido y a la bilis es otro de
los parametros a analizar que podrian afectar la capacidad de adhesion (Kalliomaki et al.
2008). La exposicion a los fluidos gastricos e intestinales a lo largo del tracto digestivo es
el principal estrés que afecta la viabilidad de los probidticos ingeridos (Liong & Shah,
2005). Si una cepa probidtica esta destinada para la administraciéon oral, es requisito
esencial sobrevivir a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal para llegar viva
al sitio de accion de destino, el intestino delgado y grueso. La tolerancia a la acidez, bilis
y pancreatina in vitro permiten predecir el comportamiento de las bacterias lacticas en
las condiciones encontradas en el tracto gastrointestinal (OMS / FAO, 2006). Sin
embargo, hay muy pocos resultados sobre las propiedades de adhesion a epitelio y

mucus de los microorganismos después de pasar por el tracto gastrointestinal (TGI).
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Viabilidad bacteriana luego del pasaje.

Para evaluar la capacidad de los microorganismos para sobrevivir a las
condiciones de estrés del tracto gastrointestinal humano, principalmente pH bajo en el
estdmago vy las sales biliares y jugo pancreatico en el intestino delgado (Sanchez et al.
2008), se realizaron dos incubaciones seriadas, la primera simulando las condiciones
gastricas, a pH acido y en presencia de pepsina, y la segunda, simulando las condiciones
intestinales, a pH alcalino y en presencia de sales biliares y pancreatina. Se realizaron
recuentos de microorganismos iniciales, luego del pasaje gastrico simulado, y luego del
pasaje intestinal simulado en forma secuencial, segun se detalla en el esquema de la
Figura 11. El numero de microorganismos viables después de las diferentes etapas del

transito gastrointestinal simulado se muestran en la Figura 12.

. Solucion Solucion
Lactobacilos - . - i
Gastrica Intestinal

Adhesion a la
mucosa intestinal

Pepsina Pancreatina

pH 2,5 Sales biliares
90 minutos pH 8,0
180 minutos

UFC/ml

UFC/ml

Adhesion a la
mucosa intestinal

Figura 11. Esquema utilizado para evaluar in vitro la resistencia de los microorganismos al pasaje

gastrointestinal.
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Figura 12. Resistencia al pasaje a través del tracto gastrointestinal. Nimero de lactobacilos viables
(UFC/ml) luego de 90 minutos de incubacion en medio dcido con pepsina y 180 minutos en medio
con pancreatina y sales biliares, en forma secuencial. Las barras corresponden al nimero de
microorganismos iniciales (BZ), después del tratamiento en condiciones gastricas ([-]), y después del
tratamiento secuencial ([J)). Las letras indican diferencias significativas correspondientes al analisis
de cada lactobacilo. Las barras de desvio estandar corresponden al promedio de tres ensayos
independientes. La linea punteada indica nimero de microorganismos iniciales correspondiente a
10° UFC/m.

El estrés al acido conferido por el jugo gastrico afectd la viabilidad de la mayoria
de los lactobacilos. L. paracasei CIDCA 83121 y CIDCA 83124 fueron los mas afectados
disminuyendo el nimero de microorganismos viables hasta 4 unidades logaritmicas.
Este hecho pone de manifiesto la alta sensibilidad de los mismos al pH bajo. Al someter
a L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121 y CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA
83102 al tratamiento secuencial no se encontraron diferencias significativas en el
numero de microorganismos viables comparado con los que se mantuvieron viables
después del pasaje por jugo gastrico, mientras que L. paracasei CIDCA 83123 disminuyo
su viabilidad en un orden logaritmico. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Fumnilola et al. (2011) quienes estudiaron la resistencia al pasaje gastrico de dos
L. paracasei en condiciones similares a las del presente trabajo, encontrando que la
acidez (solucién acido - pepsina) producia una caida del nimero de microorganismos
viables de hasta 6 ciclos logaritmicos. También demostraron que el jugo intestinal
simulado (sales biliares - pancreatina) no afecté la viabilidad de los aislados,
concordando con los resultados obtenidos en este trabajo con las cepas L. paracasei
CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121 y CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA 83102. Se cree
que una buena supervivencia a la bilis puede reflejar también una buena resistencia del

microorganismo probidtico a las condiciones adversas del tracto gastrointestinal
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humano (Watson et al. 2008). Por esta razon, los lactobacilos seleccionados podrian ser
propuestos para su utilizacion en alimentos potencialmente probioticos.

Las variaciones observadas en la resistencia al pasaje gastrointestinal simulado y
secuencial nos proporcionan un importante primer criterio de analisis, seleccionando
lactobacilos con diferente capacidad de resistencia tales como L. paracasei CIDCA 8339,
CIDCA 83123, CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA 83102 para estudiar su respectiva adhesion
a ceélulas epiteliales o mucus. Es factible pensar que la capacidad de producir
exopolisacdridos esté relacionada a la resistencia a la bilis, correlaciéon que ya fue
descripta en otras especies de bacterias como Lactobacillus spp., Lactococcus spp. y
Pediococcus spp. aislados del kefir (Sabir et al. 2010). Sin embargo, la resistencia a la bilis
también se observo en cepas no productoras de exopolisacaridos tal como lo es L. kefiri

CIDCA 83102.

Adhesion a linea celular Caco-2/TC-7 y mucina después del pasaje por el tracto

gastrointestinal simulado.

Se evaluo la adhesion de los 4 lactobacilos seleccionados a células epiteliales
intestinales de la linea Caco-2/TC-7 luego del pasaje simulado por el tracto
gastrointestinal. Los valores de adhesion a las células luego del pasaje por el tracto
gastrointestinal se expresaron normalizando los valores obtenidos a un recuento inicial
de 1.10% UFC/ml (Figura 13).

La adhesién de tres de los lactobacilos seleccionados a células Caco-2/TC-7 fue
mayor después del tratamiento a las condiciones gastrointestinales. Esto indicaria que el
estrés al que fueron sometidos generd cambios en la superficie bacteriana que se vieron
reflejados en un aumento significativo de la adhesion. Sélo L. paracasei CIDCA 8339 no

presento diferencias en los valores de adhesion antes y después del tratamiento.
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Figura 13. Valores de adhesién de lactobacilos (UFC/ml) a células Caco-2/TC-7 antes (control- 7] y
después de someterlos a las condiciones que simulan el pasaje a través del tracto gastrointestinal
[. Las diferencias significativas corresponden al analisis de cada lactobacilo en forma individual
(*). La linea punteada indica nimero de microorganismos iniciales correspondiente a 10® UFC/ml.
Los valores de adhesion se expresaron como microorganismos adheridos cada 1.10° UFC/ml
microorganismos iniciales.

Posteriormente se evalud la capacidad de adhesion a mucina de lactobacilos
sometidos a las condiciones gastrointestinales simuladas. En la Figura 14 se muestran los
valores de adhesion a mucina expresados de la misma forma que para los resultados de

adhesion a células Caco-2/TC-7.

Microorganismos
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Figura 14. Valores de adhesion de lactobacilos (UFC/ml) a mucina antes (control- ) y después de
someterlos a las condiciones que simulan el pasaje a través del tracto gastrointestinal ([]). Las
diferencias significativas corresponden al analisis de cada lactobacilo en forma individual (*). Los
valores de adhesion se expresaron como microorganismos adheridos cada 1.10° UFC/ml
microorganismos iniciales.
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En lo que respecta a la adhesidon a mucina, se observd que los 4 lactobacilos
presentaron un aumento en su capacidad de adhesion luego del tratamiento
gastrointestinal, en coincidencia con los resultados obtenidos en el modelo celular
Caco-2/TC-7.

Hasta el momento, la mayoria de los trabajos publicados evaltan la sobrevida a
la simulacion de las condiciones del tracto gastrointestinal y la adhesidon a células
epiteliales en forma independiente. La evaluacion de la capacidad de adhesion luego de
someter a los lactobacilos al estrés gastrointestinal permite avanzar hacia un modelo
gue se acerca a las condiciones fisioldgicas. Es interesante destacar que la capacidad de
adhesion de los lactobacilos aumenté después del estrés acido y presencia de bilis. Esto
indicaria que este tratamiento modifica la superficie de los microorganismos
favoreciendo la interaccion con las células epiteliales y la mucina. Estos cambios podrian
ser sélo cambios en la conformacién de los componentes de la superficie, o debidos a
gue el estrés podria inducir la expresion de diferentes proteinas a nivel de la superficie
bacteriana que contribuyan al proceso de adhesion.

La buena adhesion de los lactobacilos seleccionados al epitelio intestinal luego de
ser sometidos a la simulacién del pasaje por el tracto gastrointestinal, es un indicador

para proponer su uso como potencial probidtico.

Expresion de proteinas después del pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI)

Con la finalidad de indagar los efectos inducidos por el acido y las sales biliares, e
interpretar qué cambios podrian ocurrir en la bacteria que lleven a un aumento en su
capacidad de adherirse a epitelio, se selecciond L. paracasei 83123 porque presentd un
aumento significativo en la adhesidn a células luego de ser sometida a la simulacién de
las condiciones del tracto gastrointestinal. Se obtuvieron extractos de las proteinas de
las bacterias por lisis de las mismas antes y después de la simulacién por el tracto
gastrointestinal. Se llevd a cabo una electroforesis de dos dimensiones (2D). Los

resultados se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Geles obtenidos mediante electroforesis bidimensional de proteinas de célula entera de
L. paracasei 83123.
A) Sin tratamiento - Control.

B) Luego del tratamiento simulado por el tracto gastrointestinal.

La inspeccidn visual de los spots obtenidos en los geles mostraron algunas
diferencias entre los perfiles de las electroforesis bidimensional (2D) de los lactobacilos
sometidos al tratamiento de simulacion del pasaje gastrointestinal y los lactobacilos no
tratados. Se evidenciaron 16 spots que presentaron intensidades diferentes en ambos
geles, que corresponden a las proteinas expresadas de manera diferencial antes y

después del tratamiento (marcado en la Figura 15).
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Con el fin de averiguar qué proteinas se vieron afectadas por el estrés
gastrointestinal que puedan desempefiar un papel en las propiedades de adhesion, se
analizaron por espectrometria de masas los 16 spots resultantes cuya intensidad relativa
se vio modificada entre los lactobacilos sometidos al estrés acido y a la presencia de bilis
y aquéllos que no lo fueron (Tabla 5). No fue posible la identificacion de 3 de los spots

seleccionados, por ello no se listan en la tabla.

Tabla 5. Proteinas expresadas de manera diferencial en L. paracasei CIDCA 83123 sometida al estrés acido
y de bilis.

-Hidrolasa de pared celular, de la familia
01 41 4,34 0,08 amilasa (L. paracasei)
-Antigeno de superficie, parcial (L. paracasei)
-Antigeno de superficie (L. casei ATCC 334)
02 39 5,99 0,22 -Hidrolasa de pared celular, de la familia
amilasa (L. paracasei)
03 36 7.15 0,59 -Gllcera!dehldo 3-f05.fato deshidrogenasa
(L. casei, L. paracasei)
-Proteina LacX, plasmido, parcial
04 29 8,09 0,53 (L. paracasei)
-Galactosa mutarotasa, parcial (L. paracasei)
05 75 8,51 0,26 -Hidrolasa a.somada a la pared celular, parcial
(L. paracasei)
06 36 7,25 1,60 -Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(L. casei, L. paracasei)
07 36 7,48 2,7 -Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(L. casei, L. paracasei)
08 35 7,83 43 -L-lactato . deshidrogenasa (L. casei,
L. paracasei)
10 ~ 25 ~ 7,45 ND -Fosfogliceromutasa (L. casei, L. paracasei)
1 34 6,14 26 UTP-quFosa-fosfato urldll'fransferasa
(L. casei BL23, L. paracasei)
12 41 7,43 1,0 -Fosfoglicerato quinasa OS (L. casei)
13 37 6,96 1,5 No se pudo identificar.
14 37 7,88 1,8 No se pudo identificar.

Cuando los lactobacilos fueron sometidos a las condiciones gastrointestinales in
vitro, 6 spots de los seleccionados fueron mas intensos, mientras que 5 disminuyeron su
intensidad respecto a los lactobacilos control, no tratados. Un spot que visualmente
parecia tener diferente intensidad en los geles después del tratamiento, al ser analizado

el densitograma dio una relacion 1.
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Se identificaron 3 péptidos que podrian estar asociados a las proteinas de
superficie de L. paracasei cuya intensidad relativa disminuyd después del pasaje
simulado por el tracto gastrointestinal, mientras que las otras 2 proteinas también
reguladas negativamente fueron identificadas como gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (via glicolitica) y galactosa mutarotasa. La mayoria de las células vivas
poseen un galactosa mutarotasa (Galm), que cataliza rapidamente la conversion de
B-D-galactosa en a-D-galactosa (Beebe & Frey, 1998). La regulacion negativa de esta
enzima indicaria una acumulacion de [B-D-galactosa que podria ser precursor de
exopolisacaridos.

De los 8 spots con mayor intensidad que fueron seleccionados, sélo pudieron
identificarse 6 proteinas que se regularon positivamente. Se identificaron 2 isoformas de
la enzima de la via glicolitica gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, un péptido fue
identificado como fragmento de L-lactato deshidrogenasa, otro como
fosfogliceromutasa, otro como UTP glucosa-1-fosfato uridiltransferasa y el ultimo spot
fue identificado como fosfoglicerato quinasa. La enzima L-lactato deshidrogenasa
participa en la obtencién de piruvato a partir de lactato. Las enzimas fosfoglicerato
quinasa y fosfogliceromutasa intervienen también en la sintesis de piruvato.

Por lo tanto, se observé que la mayoria de las proteinas que fueron reguladas
positivamente corresponden a enzimas de la ruta glicolitica, siendo un efecto general del
estrés activar la fuente de energia. Esto mismo fue observado recientemente para
Lactobacillus casei Ibz-2 luego de ser sometido a una adaptacién acida durante 1 hora a
pH 4,5, donde encontraron que fueron reguladas positivamente 5 proteinas (Pgk, LacD,
Hpr, y Galm) implicadas en el metabolismo de los carbohidratos y otras 5 proteinas de
respuesta al estrés (GroEL, GrpE, DnaK, Hspl y LCAZH_2811). Entre ellas, GrpE en
combinacién con GroEL interaccionan con las enzimas glicoliticas a pH bajo y aumentan
la estabilidad de las proteinas en presencia de acido, mientras que se cree que Dnak
puede servir como un "termometro celular" que transduce sefiales a otros factores
celulares en respuesta al estrés térmico (Wu et al. 2014).

Bron et al. (2004) investigaron la base genética de la persistencia de Lactobacillus
plantarum WCFS1 a través del tracto gastrointestinal en raton. Identificaron 72 genes

cuya expresion se indujo durante el pasaje a través del tracto gastrointestinal. Nueve de
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estos genes codifican para funciones relacionadas al metabolismo de azucares,
incluyendo ribosa, celobiosa, sacarosa y sorbitol. Otros 9 genes codifican para funciones
involucradas en la adquisicion y la sintesis de aminoacidos, nucledtidos, cofactores y
vitaminas. También encontraron cuatro genes que codifican para proteinas
extracelulares que podrian estar implicadas en la interaccion con factores especificos del
huésped.

La enzima UTP glucosa-1-fosfato uridiltransferasa interviene en la activacion de

azucares catalizando la siguiente reaccion:

glucosa-1-fosfato + UTP = UDP-glucosa + pirofosfato

La regulacion positiva de las enzimas que puedan estar relacionadas a la
activacion de azucares podria indicar que frente al estrés aumentaria la produccién de
exopolisacdridos. El rol fisiolégico que los exopolisacaridos (EPS) juegan en las bacterias
gue los producen no es claro, pero la gran cantidad de energia que se consume en su
produccién hace suponer que otorgan importantes ventajas a los microorganismos que
los originan. Los EPS no actuan como fuente de energia o de carbono sino que se
relacionan con la adaptacion y reconocimiento de factores ambientales, mejorando asi
la adaptacion de los microorganismos a diferentes ecosistemas (Ruas-Madiedo et al.
2008).

Muchos trabajos describen el efecto del estrés acido y de bilis de manera
separada. Se ha descripto que la respuesta al tratamiento con bilis implica una variedad
de procesos dirigidos tanto al proceso de detoxificacion de la bilis (la activacién de la
salida de bilis o sales biliares o su hidrdlisis) y a contrarrestar el efecto del medio en
estructuras celulares mediante cambios en la pared o membrana celular. La exposicién a
la bilis puede dar lugar a cambios en la composicion de acidos grasos y fosfolipidos de
las membranas bacterianas y a la distorsion de la superficie celular. Entre ellos la
produccién de EPS o generacidn de proteinas de superficie podrian ser mecanismos de
respuesta al estrés (Ruiz et al. 2013). En Bifidobacterium se ha demostrado que la
produccién de EPS es un mecanismo de respuesta al estrés de bilis (Ruas-Madiedo et al.
2009). El ambiente hidrofilico creado por el exopolisacdrido alrededor de las estructuras

celulares externas podria favorecer la absorcion de nutrientes e iones, o bien actuar
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como mecanismo de desintoxicacion bloqueando el contacto de compuestos toxicos con
la pared y membrana celular. Asi, los EPS constituyen una barrera hidrofilica que puede
proteger a la bacteria y contribuir a su adhesién a superficies, por ejemplo, a la mucosa
intestinal.

La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima
citoplasmatica que participa en la glicdlisis, sin embargo muchas enzimas del
metabolismo de carbohidratos a menudo se encuentran asociadas a la pared celular y
son capaces de ejercer otras funciones denominandas “Moonlighting functions”. Se ha
descripto en L. plantarum que la GAPDH asociada a superficie es capaz de interactuar
con otras matrices como mucina y fibronetectina (Gonzalez-Rodriguez et al. 2012). En
consecuencia la regulacion positiva de esta enzima no sélo podria asociarse a una
activacion de las vias que producen energia, en caso de que estas enzimas se encuentren
en el citosol, sino también podria pensarse que las isoenzimas de GAPDH que estan
reguladas positivamente estarian asociadas a pared y jugarian un rol en los procesos de

interaccién con células epiteliales o mucus del hospedador.
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Efecto antagdnico contra Salmonella enterica serovar Enteritidis

Para estudiar el efecto antagdnico contra Salmonella Enteritidis de L. paracasei
CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA
83102 se empled el modelo de células de epitelio intestinal Caco-2/TC-7. Se analizé la
capacidad de asociacion e invasion de Salmonella enterica serovar Enteritidis utilizando
diferentes disefios experimentales. Se evalué luego el efecto antagénico de los

microorganismos seleccionados como también de sus sobrenadantes.

Asociacién e invasion de Salmonella a células Caco-2/TC-7.

En una primera etapa, se estudio la capacidad de asociacion e invasion de
Salmonella a células Caco-2/TC-7 en cultivo. Salmonella posee un sistema altamente
especializado que le permite interactuar con la célula epitelial y causar una infeccién. El
primer paso es la colonizacion del epitelio intestinal que va a depender de la capacidad
de adhesion de las bacterias. Hay numerosos receptores fisiologicos en la superficie de
las células intestinales donde la bacteria se puede unir (Lu & Walker, 2001).
Generalmente, adherirse al epitelio intestinal es un paso esencial para poder resistir el
flujo de fluidos y los movimientos peristalticos en el intestino. Una vez adherida al
epitelio, se producen cambios morfoldgicos y arreglos en el citoesqueleto que tienen
como consecuencia que las células intestinales internalicen la bacteria (Darwin & Miller,
1999).

Para los estudios de asociacion de Salmonella a las células epiteliales in vitro se
realiza un recuento del total de bacterias (adheridas + internalizadas), mientras que para
determinar el nivel de internalizacién o invasion es necesario diferenciar las bacterias
adheridas de las que se encuentran dentro de las células utilizando un antibiético. Uno
de los mas utilizados es la gentamicina. Este antibidtico tiene la particularidad que no
difunde a través del dominio apical de las células por lo que las bacterias que no se
internalizan se ven afectadas por el antibidtico y las que estan internalizadas sobreviven.
Se utilizé 100 pg/ml de gentamicina durante 1 hora de incubacién, considerdndose este
tratamiento apropiado para los estudios de invasion (Golowczyc et al. 2007; Mynott

et al. 2002).
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Se analizd la asociacion e invasion de Salmonella Enteritidis empleando una dosis
infectiva de patégeno de 10° UFC/ml, lo que representa una multiplicidad de infeccion
(mdi) de 1 bacteria por cada célula epitelial. Los estudios de asociacion e invasion a
células Caco-2/TC-7 mostraron que Salmonella enterica serovar Enteritidis se asocia
(2,85.105 UFC/ml) un orden menos, e invade (3,34.104 UFC/mI) dos 6rdenes menos que

las bacterias iniciales (Figura 16).
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Figura 16. Asociacion (adhesién + invasién) e invasion de Salmonella enterica serovar Enteritidis
CIDCA 101 a monocapas de células Caco-2/TC-7. Los valores corresponden al promedio de diez
ensayos independientes. Las barras indican desvio estandar. La linea punteada indica una dosis de
infeccion 1.10° UFC/m.

Los resultados también se pueden presentar como el porcentaje de bacterias
asociadas e internalizadas con respecto al total de bacterias agregadas por ml. En este
caso, se pudo observar que aproximadamente un 28,50 % de las bacterias se asocian y
un 3,33 % de las bacterias totales agregadas invaden siendo la relacién entre las
bacterias que internalizan con respecto a las que se asocian de 12,72%
aproximadamente.

Golowczyc et al. (2007) describieron que la asociacion de esta cepa a células
Caco-2/TC-7 es 6,5 % y la invasion de 0,11 % coincidiendo con los resultados de Londero
et al. (2014). Ambos ensayos se realizaron utilizando una dosis inicial de 10® UFC/m. Sin
embargo los ensayos realizados con una dosis de infeccion de 10° UFC/mll, presentaron
valores de asociacién e internalizacion de Salmonella (Londero et al. 2014) similares a

los obtenidos en esta tesis.
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Shah et al. (2011) hallaron que la capacidad de invadir células Caco-2 de 55 cepas
de Salmonella Enteritidis era variable, encontrando que de las cepas evaluadas, 30
presentaron capacidad invasiva alta (~0,60 %), 18 intermedia (~0,10 %), y 7 baja
(~0,05 %). Considerando la clasificacidn descripta por estos autores la capacidad invasiva
de Salmonella Enteritidis CIDCA 101 evaluada en el presente trabajo fue alta (3,33 %).

La capacidad de asociacion de Salmonella varia segun la linea celular utilizada
debido a los diferentes tipos de receptores superficiales celulares y las estructuras de
adhesion del patogeno. Salmonella establece un estrecho contacto con el ribete en
cepillo del epitelio intestinal. Cuando la bacteria se acerca a la superficie epitelial, las
microvellosidades circundantes empiezan a degenerarse con elongacion, edema vy
crecimiento en un proceso llamado ruffling (rizado). Aqui, los efectores interactian con
las proteinas de la célula hospedadora para arreglar el citoesqueleto de actina e inducir
cambios morfoldégicos que causan que estas células, normalmente no fagociticas,
internalicen la bacteria en un proceso llamado invasion.

Se ha descripto que luego de la entrada de Salmonella a los enterocitos, las
bacterias internalizadas en vacuolas membranosas son rodeadas por estructuras densas
de 5-10 um conformadas por varios componentes del citoesqueleto. Estas estructuras
consisten en agregados de actina polimerizada, alfa-actinina y tropomiosina sobre la
bacteria invasora y a los costados de la misma, y son evidentes luego de la adicién de la
bacteria patégena a células epiteliales en cultivo, siendo detectadas luego de 20 a 60
minutos de incubacion dependiendo del modelo de células empleado (Finlay et al.
1991). A fin de estudiar las modificaciones en el citoesqueleto de las células Caco-2/TC-7
luego de su infeccion con Salmonella, se analizé la red de actina del citoesqueleto
mediante la utilizacion de faloidina que presenta alta afinidad por esta estructura. Se
utilizé como marcador fluorescente isotiocianto de fluoresceina unido a faloidina (FITC-

faloidina) (Figura 17).
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SIN TRATAR INFECTADAS CON SALMONELLA ENTERITIDIS

Figura 17. Marcacién de citoesqueleto de células Caco-2/TC-7 sin infectar (A) y luego de la infeccidn
durante 1 hora con Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA 101 (B). Se empled una
multiplicidad de infeccion de 1 bacteria/enterocito. Aumento: 300X.

En las células sin infectar, la actina se distribuyé de modo uniforme en los bordes
de las células y en las microvellosidades, asimismo se observé un patrén continuo de
contacto entre las células (Figura 17 A). Las células infectadas presentaron una
alteracion de la estructura del citoesqueleto, en algunas zonas de la monocapa se
observd una distribucion menos homogénea de la actina y mayor concentracion de la
misma en los contactos entre células (Figura 17 B) coincidiendo con trabajos publicados
con diferentes cepas de Salmonella (Londero et al. 2014; Coconnier et al. 1999; Zihler

etal. 2011).

Interaccién de los lactobacilos con Salmonella Enteritidis y efecto en la invasion a

células Caco-2/TC-7.

Coagregacion de lactobacilos con Salmonella entérica serovar Enteritidis.

Existen microorganismos probiodticos que tienen la capacidad de interaccionar
con microorganismos patégenos. Ciertos lactobacilos pueden coagregar con Salmonella
y mediante esta coagregacion modificar la capacidad de adhesion o invasion de este
patégeno. Por este motivo, se estudié primero el potencial de coagregacion de estos
microorganismos con Salmonella, y luego el efecto de esta interaccion respecto a la

asociacién-internalizacidon de Salmonella a las células epiteliales Caco-2/TC-7.
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Podemos definir como coagregacion a la interaccion entre diferentes
microorganismos a través de moléculas superficiales tales como proteinas,
carbohidratos, etc. Durante la coagregacion actian mecanismos fisicoquimicos, tales
como fuerzas de Van der Waals, electrostaticas, interaccion mediada por lectina
(Golowczyc etal. 2009), etc. La coagregacion es altamente especifica y cada
microorganismo tiene un conjunto de moléculas y mecanismos de reconocimiento
célula-célula que le permite interaccionar sélo con microorganismos que presenten ese
mismo patron (Kolenbrander 1991). La coagregacién entre pares microbianos es
frecuentemente estudiada mezclando ambos microorganismos en un tubo de ensayo y
realizando la evolucién de la coagregacion mediante diferentes determinaciones. Uno
de los métodos mas sencillos es el macroscopico, donde se ve a simple vista la
formacion de agregados. También se puede ver la formacion de cumulos bajo el
microscopio (método microscopico). Estas dos formas tienen la ventaja que son simples
y rapidas pero no son métodos cuantitativos. Una forma de medir cuantitativamente la
coagregacion es por el método turbidimétrico donde se mide en un espectrofotémetro
la caida de la densidad optica en el tiempo, producto de la sedimentacion de los
agregados. Este método no sélo es simple y cuantitativo sino que permite tener una idea
de la cinética de coagregacion, es decir, cuan rapido se produce la interaccion entre los
pares coagregantes. En estos ensayos, si ocurre la coagregacion, se observa una
sedimentacion mas rapida.

Se realizaron ensayos de coagregacion enfrentando los lactobacilos con
Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 en buffer fosfato pH 7. En la Figura 18
se muestran las curvas de descenso de DO (600 nm) en funcion del tiempo de
L. paracasei 8339, L. paracasei 83123 y L. kefiri 83102, junto con la curva de descenso de
DO correspondiente a Salmonella (autoagregacion) y la curva correspondiente a la
coagregacion de cada lactobacilo con Salmonella. Las suspensiones fueron ajustadas a

DOgoo = 1y la concentracion de bacterias lacticas fue de 1.10% UFC/ml.

82 Lucia Zavala - 2015



000000 CAPITULO 1

Seleccion de microorganismos probidticos.

oOTosS3—
EBE5588888

o
w

= 800
E 700
o 600
& s00
8 400
300
200
100
0 5 10
Tiempo (horas)
B
1000
900
- 800 ®
E 700 o~
o 600
é’ 400 — —g
300 —~—_
200 |
100
0 5 10 15 20
Tiempo (horas)
C
Figura 18. Descenso de DO en funcion del Figura 19. Observacién microscédpica de la
tiempo de lactobacilos (autoagregacion) o coagregacién de Salmonella entérica serovar
lactobacilos con Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101  (100X) con
Enteritidis CIDCA 101 (coagregacién). Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A)
Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A) Lactobacillus paracasei CIDCA 83123 (B)
Lactobacillus paracasei CIDCA 83123 (B) Lactobacillus paracasei CIDCA 83102 (C)
Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 (C) a las 20 horas de ensayo.

Autoagregaciéon de lactobacilos (M),
coagregacion con Salmonella entérica serovar
Enteriditis CIDCA 101 (M) y autoagregacion de
Salmonella entérica serovar Enteriditis CIDCA
101 (@).

En la Figura 18 se puede observar que Salmonella Enteritidis no mostrd
autoagregacion alguna (curva azul). Las curvas roja, rosa y verde (Hi M) representan el

descenso de DO (600 nm) en funcién del tiempo de los lactobacilos indicando que las
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cepas seleccionadas presentan un comportamiento diferente. Se observo que L. kefiri
CIDCA 83102 (verde) es capaz de autoagregar, mientras que L. paracasei CIDCA 8339
(roja) presenta un comportamiento parcialmente autoagregante y L. paracasei CIDCA
83123 ( ) no tiene la capacidad de autoagregar. Las curvas violetas (M) indican la
coagregacion entre cada lactobacilo y Salmonella. En la Figura 18 A se observé un
descenso parcial de DO (600 nm) indicando autoagregacion de L. paracasei CIDCA 8339,
no encontrandose diferencias con el descenso de la DO al incubarlo con Salmonella. Al
analizar el aspecto del sedimento a las 20 horas de contacto, mediante microscopia
Optica (100X), se observd interaccion de L. paracasei CIDCA 8339 (Gram +) con
Salmonella (Gram -) (Figura 19 A). L. paracasei CIDCA 83123 no mostré descenso de DO
en funcion del tiempo (Figura 18 B), tanto cuando el lactobacilo se ensayé solo como con
Salmonella, siendo ambas curvas muy similares a la correspondiente a Salmonella. La
observacion al microscopio de los sedimentos se presenta en la Figura 19 B, en la cual se
observaron los lactobacilos dispersos sin interaccion evidente con Salmonella,
concluyendo que L. paracasei CIDCA 83123 no autoagrega ni coagrega con Salmonella.
Por ultimo, en la Figura1l8 C se presentaron las curvas de descenso de DO
correspondientes a L. kefiri CIDCA 83102. Se observé que el descenso en la curva de DO
en funcién del tiempo correspondiente al lactobacilo con Salmonella es menor al del
lactobacilo solo. En las imagenes al microscopio oOptico (Figura 19 C) se observaron
“cumulos” de diferentes tamafios de lactobacilos (coloracion violeta) y Salmonella
(coloracion roja). Esto indicaria que al cabo de 20 horas, existe interaccion entre ambos
microorganismos. Los resultados obtenidos con L. paracasei CIDCA 83120, CIDCA 83121
y CIDCA 83124 se asemejan a los obtenidos para L. paracasei CIDCA 83123, no

coagregantes con Salmonella (Tabla 6).
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Tabla 6. Valores de DO (600 nm) obtenidos a partir de las cinéticas de coagregacion de lactobacilos
con Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 determinadas a 1 y 20 horas de incubacién.

Coagregacion con Salmonella
1 hora 20 horas

L. paracasei CIDCA 8339 | 0,674+0,023 0,374 +0,082

L. paracasei CIDCA 83120 | 0,708 £0,006 0,603 £ 0,066

L. paracasei CIDCA 83121 | 0,670+0,014 0,477 10,033
L. paracasei CIDCA 83123

L. paracasei CIDCA 83124 | 0,608+0,002 0,523 10,075

L. kefiri CIDCA 83102 0,724 +0,037 0,275 + 0,049

Preincubacion de Salmonella Enteritidis con lactobacilos aislados de kefir. Efecto en la

invasion a células Caco-2/TC-7.

Se estudid la capacidad de Salmonella de asociarse y/o invadir la monocapa de

células Caco-2/TC-7 previa incubacién de Salmonella Enteritidis con los lactobacilos

seleccionados. Para ello, se siguid el protocolo experimental que se detalla en Ia

Figura 20.

1 h-37°C

Salmonella o : -
Lactobacilos Mopa

Figura 20. Disefio experimental correspondiente a la incubacién de lactobacilos con Salmonella
entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 previa infeccion a las células epiteliales.

e

Recuento de S;'moneh'a

internalizada

Los resultados se presentan en la Figura 21 donde se muestra el recuento de

Salmonella internalizada en las células epiteliales (columna azul) y el recuento de

Salmonella internalizada previa incubacion de este patdgeno con los lactobacilos

estudiados.
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Figura 21. Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA 101 internalizada a monocapas de células
Caco-2/TC-7 previa incubacién de Salmonella con Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 y Lactobacillus
paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124. Los valores
corresponden al promedio de dos ensayos independientes. Las barras indican desvio estandar.
(*) indican diferencias significativas respecto a Salmonella (DMEM) sin previa incubacién con
lactobacilos (p < 0,05). Relacién lactobacilo : Salmonella = 100 : 1. La linea punteada indica una dosis
de infeccion 10° UFC/ml correspondiente a una multiplicidad de infeccion de 1 bacteria/enterocito.

La incubacidn previa de Salmonella con L. kefiri CIDCA 83102 y L. paracasei CIDCA
8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y CIDCA 83124 (Figura 21) tuvo como
consecuencia una disminucién significativa del nimero de Salmonella internalizada
(p <0,05) con respecto al control (Salmonella internalizada sin previa incubacién con
lactobacilos). Todos los lactobacilos presentaron diferencias significativas respecto al
control.

Esto indicaria que la incubacion del lactobacilo con el patégeno estaria
induciendo algunos cambios en Salmonella que afectan su capacidad de invadir el
epitelio, resultando en un menor numero del patégeno internalizado. Esta disminucion
fue mas acentuada (dos ordenes logaritmicos) cuando Salmonella fue incubada
previamente con L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120 y CIDCA 83124, mientras que
cuando Salmonella fue incubada previamente con L. kefiri CIDCA 83102 la disminucion
de Salmonella internalizada fue de sdlo un orden. L. paracasei CIDCA 83121 y CIDCA
83123 fueron los lactobacilos que afectaron la internalizacion de Salmonella en menor
medida, siendo la disminucion sélo de medio orden logaritmico.

Estos resultados demuestran que la preincubacion de los lactobacilos con
Salmonella afecta la capacidad que tiene este patégeno de invadir la monocapa. La

interaccion lactobacilo-patégeno comienza antes de que ambos microorganismos tomen
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contacto con el epitelio intestinal y como resultado de esta interaccion, determinados
sitios o estructuras necesarias del patégeno para la invasion podrian ser enmascarados o
modificados por el didlogo que se establece con el lactobacilo. Otros investigadores
demostraron que la coagregacion con patégenos previene la colonizacion del epitelio
por estos microorganismos (Reid et al. 1988; Boris et al. 1998; Suskovi¢ et al. 1997; Del
Re et al. 2000). Golowczyc et al. (2007) usaron 8 cepas de L. kefiri, de las cuales sélo 4 de
ellas coagregaron con Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101, siendo las
mismas capaces de afectar significativamente la capacidad de Salmonella de invadir las
células. Por otro lado, se ha descripto que L. plantarum CIDCA 8327 no coagrega con
Salmonella Enteritidis (Golowczyc 2008), y sin embargo Londero et al. (2014)
describieron que esta cepa ejerce un efecto antagonico sobre la invasion de Salmonella
a células epiteliales, coincidiendo con los resultados obtenidos con L. paracasei CIDCA
83120 y CIDCA 83124, lactobacilos no coagregantes con Salmonella. De acuerdo a los
resultados presentados con las cepas en estudio, todas las cepas de L. paracasei
estudiadas y L. kefiri CIDCA 83102 tuvieron la capacidad de disminuir significativamente
la cantidad de Salmonella internalizada a células de epitelio intestinal in vitro, aunque en
diferente medida, siendo las que ejercieron un mayor efecto protector L. paracasei
CIDCA 8339, CIDCA 83120 y CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA 83102, no asociandose este

efecto con la capacidad de coagregacion.

Efecto barrera de los lactobacilos sobre la asociacion e invasion de Salmonella

Enteritidis. Preincubacion de la monocapa de enterocitos con lactobacilos.

Uno de los mecanismos a través del cual los probidticos pueden proteger al
hospedador de la accidon de patégenos intestinales es mediante el denominado “efecto
barrera”. Este hace referencia al proceso mediante el cual los microorganismos
benéficos asociados a la monocapa impiden el contacto del patégeno con las células
epiteliales evitando asi su asociacion e invasion.

A fin de evaluar si los lactobacilos seleccionados son capaces de ejercer el efecto
barrera en la asociacion del patégeno, los mismos fueron resuspendidos en PBS e

incubados con las células de epitelio intestinal durante 1 hora a 37 °C. Durante este
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tiempo quedaron adheridos a la monocapa bacterias acido lacticas en el orden de 3.10°
a 5.10° UFC/ml (Figura 7). Luego se procedié a la infeccién con Salmonella Enteritidis
CIDCA 101 a una concentracién 10° UFC/ml y se evalud la asociacion e invasion del

patégeno (Figura 22).

1h-37°C 1h-37°C
—_— = »
AT T T T T
reneienieteieie e s Salmonella
Lactobacilos R R R . . o e e
: % Lactobacilos adheridos
Monocapa % Monoca pa e o i,

Recuento de Salmonella
asociada e internalizada

Figura 22. Disefio experimental correspondiente a la incubacion de las células con lactobacilos y
posterior infeccion de las células epiteliales con Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101.

La accidén protectora de microorganismos probidticos sobre la asociacion de
Salmonella Enteritidis a enterocitos en cultivo depende de la relacion numérica entre el
patégeno y los probidticos (Bernet et al. 1994, Coconnier et al. 1993). Londero et al.
(2014) demostraron que era necesario que el numero de probidticos supere en dos
ordenes logaritmicos al de patdgeno para ejercer un efecto protector, por ello, en este
trabajo se eligio una relacién entre lactobacilo y patégeno 100 : 1.

En la Figura 23 se presentan los resultados correspondientes a los ensayos de
Salmonella asociada e internalizada a las células epiteliales en presencia de diferentes

cepas de lactobacilos siguiendo el disefio experimental de la Figura 22.
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Figura 23. Asociacion (arriba) e invasion (abajo) de Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA
101 preincubada con lactobacilos aislados de kefir a monocapas de células Caco-2/TC-7. Los valores
corresponden al promedio de tres ensayos independientes. Las fosas preincubadas con DMEM sin
lactobacilos fueron usadas como control. Las barras indican desvio estandar. (*) indican diferencias
significativas positivas respecto al control (p <0,05). Relacion lactobacilo : Salmonella = 100 : 1. La
linea punteada indica una dosis de infeccion 10° UFC/ml correspondiente a una multiplicidad de
infeccién de 1 bacteria/enterocito.

La capacidad de las cepas de lactobacilos para inhibir la asociacién de bacterias
patégenas es una propiedad altamente especifica, dependiendo tanto de la cepa
probiodtica como del patégeno (Lee et al. 2003). La incubacién de la monocapa con las
cepas L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83123, CIDCA 83124 y L. kefiri CIDCA 83102
disminuyeron el nUmero de Salmonella asociada a las células epiteliales en cultivo. Sin
embargo, solo las cepas L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102 disminuyeron la

capacidad de Salmonella de internalizar en la monocapa.
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Trabajos previos demostraron que la inhibicion de la asociacién de patdgenos a
células Caco-2 esta directamente relacionada con la capacidad de adhesién de los
lactobacilos (Bernet-Camard et al. 1997; Fernandez et al. 2003; Lee et al. 2003; Santos
et al. 2003). En este trabajo se encontro que si bien todos los lactobacilos seleccionados
presentaron buena capacidad de adhesién a células Caco-2/TC-7, los lactobacilos que se
adhirieron en menor medida como L. paracasei CIDCA 83123 y CIDCA 83124 afectaron
solamente la capacidad de asociacion de Salmonella a las células epiteliales, mientras
que los lactobacilos que presentaron los valores de adhesiéon a células Caco-2/TC-7 mas
altos como L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102 disminuyeron no sdlo la
capacidad de Salmonella de asociarse al epitelio sino también su capacidad de
internalizar en las células. Por otro lado, L. paracasei CIDCA 83120 y L. paracasei CIDCA
83121 no presentaron efecto alguno sobre la infeccion con Salmonella.

Teniendo en cuenta el numero de lactobacilos adheridos (Figura 7) y el numero
de células en la monocapa, la misma no esta homogéneamente cubierta por los
lactobacilos apareciendo zonas descubiertas donde Salmonella podria asociarse e
invadir (Golowczyc et al. 2008). Se ha descripto que, cuando los microorganismos
adheridos a células epiteliales in vitro no forman una cubierta homogénea, no impiden
la asociacion del patégeno (Martins et al. 2010). De acuerdo a nuestros resultados este
hecho no seria tan relevante ya que lactobacilos con capacidad de adherirse a epitelio
muestran diferentes efectos protectores del dafio inducido por Salmonella, indicando
gue este resultado no se debe solamente a un efecto barrera y que podrian existir otros
cambios en la célula epitelial que mejoren la resistencia a la infeccion.

La interaccion previa de los lactobacilos con la célula epitelial es esencial para
ejercer un efecto protector. Das et al. (2013) observaron una reduccion significativa en
la asociacién de S. Enteritidis a células HCT-116 (linea celular de carcinoma colorrectal
humano) cuando se preincubaron las células con L. plantarum KSBT 56. La eficiencia de
la invasion se redujo en un 80 % con la adicién de L. plantarum KSBT 56 1 hora antes de
la adicion de S. Enteritidis. Sin embargo, algunos autores mostraron que hay un aumento
en la adhesion de patdgenos a células y mucus en presencia de probidticos (Rinkinen et

al. 2003).
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Al analizar el porcentaje de Salmonella que internalizé en las células respecto a
las que se asociaron se pudo evidenciar que los ensayos realizados preincubando con
L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102 presentaron la misma relacion que
Salmonella control (10,77 %) (Figura 24), indicando que la disminucién en la capacidad
de invasién de Salmonella observada en la Figura 23 se debe principalmente a la

disminucion en la capacidad de asociacion a epitelio.
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Figura 24. Relacion entre el numero de Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 que
internalizaron en células Caco-2/TC-7 respecto al niimero de Salmonella asociada a la monocapa. Las
células Caco-2/TC-7 se preincubaron con los lactobacilos y luego se infectaron con Salmonella.
Relacién lactobacilo : Salmonella = 100 : 1. Dosis de infeccién 10° UFC/ml correspondiente a una
multiplicidad de infeccion de 1 bacteria/enterocito.

Efecto de los lactobacilos en la desorganizacion del citoesqueleto causado por
Salmonella Enteritidis.

Habiendo demostrado que las cepas L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA
83102 fueron capaces de disminuir la invasion de Salmonella a los enterocitos se estudio
la morfologia de la red de F-actina de las células Caco-2/TC-7 luego de la preincubacién

de las células con los lactobacilos e infectadas con Sa/monella (Figura 25).
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Figura 25. Marcacién de citoesqueleto con faloidina FITC de células Caco-2/TC-7 sin tratamiento (A),
infectadas con Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 (B), incubadas con Lactobacillus
paracasei CIDCA 8339 (C) y con Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 (D) antes de la infeccidn. Se empled
una dosis de infeccion 10° UFC/ml correspondiente a una multiplicidad de infeccion de 1
bacteria/enterocito. Aumento: 300X.

Como se muestra en la Figura 25 B la infeccion de la monocapa con Salmonella
causo una desorganizacion de la red de actina que se evidencié mediante acumulacion
de esta proteina en las uniones entre las células sin llegar a redondearlas ni causar su
desprendimiento. La observacién microscopica de la morfologia y del citoesqueleto de
los enterocitos demostrd que la preincubacion de las monocapas con L. paracasei CIDCA
8339 (Figura 25 C) vy, L. kefiri CIDCA 83102 (Figura 25 D) fue capaz de antagonizar el
efecto del patégeno en las células eucariotas, preservando la monocapa y mostrando un

aspecto similar al control sin tratamiento (Figura 25 A).
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Efecto de los sobrenadantes libres de células de lactobacilos aislados de kefir

sobre Salmonella Enteritidis.

Accion bactericida de los sobrenadantes libres de células de lactobacilos aislados de kefir
sobre Salmonella. Curvas de muerte.

En una primera etapa se evaluo el efecto sobre la viabilidad de Salmonella de los
sobrenadantes libres de células de los lactobacilos crecidos en caldo MRS. En la Tabla 7
se muestra el pH y la concentracion de acido lactico presente en los sobrenadantes de
cultivo de cada lactobacilo. Sélo se considero el acido lactico debido a que los valores de
acido acético encontrados en los sobrenadantes de cultivo no fueron significativamente
diferentes al encontrado en el medio MRS fresco. El pH de los sobrenadantes de L. kefiri
CIDCA 83102 fue cercano a 4,28 mientras que el pH de los sobrenadantes de L. paracasei
variaron entre 3,70 y 4,09. Los valores bajos de pH se correlacionan con un mayor
contenido de acido lactico (Tabla 7). En la misma tabla se presentan los valores de acido

lactico no disociado.

Tabla 7. pH, concentracidn de acido lactico total y acido lactico no disociado de los sobrenadantes de
cultivo en MRS de lactobacilos aislados de kefir.

Concentracionde @ Concentracion de

H renadant ] P Aci Acti
pH sobrenadante acido lactico total  acido lactico no

Lactobacilo

SN ..
sl (mM)* disociado (mM)
L. paracasei CIDCA 8339 W 3,70 291,32 +6,78 175,02
L. paracasei CIDCA 83120 [ | 4,09 282,98 14,21 105,98
L. paracasei CIDCA 83121 A 3,76 281,19 + 10,30 160,77
L. kefiri CIDCA 83102 O 4,28 144,42 + 8,73 39,78

*analizado por HPLC

La Figura 26 A muestra las curvas de muerte de Salmonella en los sobrenadantes
de L. paracasei CIDCA 83120 (M) y L. kefiri CIDCA 83102 (®) cuyos pH son 4,09 y 4,28
respectivamente. Estas curvas estan representadas junto al control de Salmonella (A)
en caldo MRS acidificado artificialmente con acido lactico (pH 4,25). Se observé que al

cabo de una hora, el nimero de Salmonella viable es menor en los sobrenadantes de
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ambos lactobacilos respecto al medio acidificado artificialmente con un pH similar al de
los sobrenadantes de los lactobacilos antes mencionado. Este efecto fue mas marcado
cuando Salmonella se incubé en el sobrenadante de L. kefiri CIDCA 83102, indicando que
en este sobrenadante podrian existir otros factores que conllevan a una pérdida de la
viabilidad de hasta 3 drdenes logaritmicos con respecto al valor inicial correspondiente
al tiempo cero.

En la Figura 26 B se muestran las curvas de muerte de Salmonella en los
sobrenadantes de cultivo de L. paracasei CIDCA 8339 (pH 3,70-H), CIDCA 83121
(pH 3,76-A), CIDCA 83123 (pH 3,85-") y CIDCA 83124 (pH 3,70-" ). Estas curvas, al igual
gue en la figura anterior, fueron representadas junto a una curva control de Salmonella
(@) en caldo MRS artificialmente acidificado con acido lactico (pH 3,75). En este caso, se
observd un mayor poder bactericida de los sobrenadantes de los lactobacilos
mencionados anteriormente sobre Salmonella, alcanzando a la hora de incubaciéon una
caida del numero de microorganismos viables de 6 érdenes logaritmicos, dos drdenes

mayor que el obtenido en el control de MRS acidificado artificialmente.
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Figura 26. Accion bactericida de los sobrenadantes de cultivo de lactobacilos heterofermentativos
aislados de kefir sobre Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101.

Figura A: (A) Control MRS pH 4,25, sobrenadante Lactobacillus paracasei CIDCA 83120 pH 4,09 (H),
sobrenadante Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 pH 4,28 (®).

Figura B: (@) Control MRS pH 3,75, sobrenadante Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 pH 3,70 (H),
sobrenadante Lactobacillus paracasei CIDCA 83121 pH 3,76 (A), sobrenadante Lactobacillus
paracasei CIDCA 83123 pH 3,85 (¥), sobrenadante Lactobacillus paracasei CIDCA 83124 pH 3,70

(©).

Los sobrenadantes de los cultivos de L. paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83121 y
CIDCA 83124, que presentaron los valores mas bajos de pH, mostraron un mayor efecto

bactericida sobre Salmonella en 1 hora (= AM®), respecto al resto de los
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sobrenadantes de lactobacilos (®M). De todas formas, ambos grupos de lactobacilos
presentaron un efecto inhibitorio mas pronunciado que el correspondiente a los
controles con MRS acidificados artificialmente. El sobrenadante de L. paracasei CIDCA
83120 es el que provoca menos efecto inhibitorio sobre Salmonella, debido tal vez, a
que es uno de los sobrenadantes que posee pH mads alto y en consecuencia menor
cantidad de acido lactico no disociado. El resto de los sobrenadantes tuvieron un mayor
efecto bactericida. Al llevar el pH de estos sobrenadantes hasta 4,5, se observd una
disminucién del efecto inhibitorio como consecuencia de una disminucién del acido
lactico no disociado.

Trabajos previos encontraron que Salmonella se muestra mas resistente a la
accion del acido en fase estacionaria que en fase exponencial (Rychlick & Barrow, 2005).
Por lo tanto, es importante destacar el marcado efecto bactericida de los sobrenadantes
de lactobacilos aislados de kefir sobre este patdgeno, aun en fase de crecimiento
estacionaria.

Varios trabajos describen el efecto inhibitorio de sobrenadantes de cultivo de
distintas bacterias lacticas. En ese sentido el sobrenadante libre de células de L. casei
subsp. rhamnosus Lcr35 inhibe el desarrollo de nueve patégenos humanos (Forestier
et al. 2001). Fayol-Messaoudi et al. (2005) demostraron que sobrenadantes de
L. johnsonii Lal, L. rhamnosus GG, L. casei Shirota YIT9029, L. casei DN-114 001
disminuyen la viabilidad de S. Typhimurium 4-6 6rdenes de magnitud al cabo de 4 horas.
De la misma manera, Ogawa et al. (2001) demostraron que los sobrenadantes de dos
especies de lactobacilos inhibian el desarrollo de E. coli 0157:H7 (STEC) dependiendo de
la concentracién de acido lactico no disociado. Bernet et al. (1997), observaron una
disminuciéon de dos ordenes aproximadamente en la viabilidad de S. Tiphimurium
cuando fue incubado el patégeno con sobrenadante de L. acidophillus LA1-SCS.

Lin et al. (2008), estudiaron el efecto antagonista de sobrenadante de
L. acidophillus (LAP5-SCS) contra dos cepas de S. Choleraesuis encontrando que el efecto
bactericida se revertia parcialmente cuando los sobrenadantes fueron sometidos
previamente al calor, y completamente cuando los sobrenadantes fueron neutralizados.

Los sobrenadantes de las cepas de Lactobacillus, contienen varios compuestos

antimicrobianos (Gopal et al. 2001, Banerjee et al. 2009; Servin 2004), que pueden
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afectar la viabilidad de diversos enteropatdgenos (Servin & Coconnier, 2003). El acido
l[actico es el producto principal del metabolismo de azucares por bacterias lacticas y se
sabe que ejerce una accion inhibitoria contra Salmonella por la alta concentracion
producida (Fayol-Messaoudi et al. 2005; Rishi et al. 2009; Botes et al. 2008) o bien
porque actua permeabilizando la membrana externa de las bacterias Gram (-)
permitiendo el ingreso de sustancias antimicrobianas (Alakomi et al. 2000). Nuestros
estudios han demostrado que los sobrenadantes de cultivo de lactobacilos aislados de
kefir ejercen un efecto antagonico frente a Salmonella. Se podria asociar esta pérdida de
viabilidad tanto a acidos organicos como a otras sustancias aun no determinadas en los

sobrenadantes diferentes al acido lactico.

Efecto de los sobrenadantes libres de células de lactobacilos aislados de kefir sobre la
asociacion e invasion de Salmonella a células Caco-2/TC-7.

A fin de evaluar el efecto de los sobrenadantes de lactobacilos en la asociacion e
internalizaciéon de Salmonella Enteritidis a células epiteliales, este patdgeno se
resuspendié en los sobrenadantes libres de células de los distintos lactobacilos llevados
a pH 4,5 y se determind su viabilidad después de 1 hora de incubacién a 37 °C (Figura

27).

1.0x10°7
1.0x10°6

1.0x10°5

Salmonella 1.0>10°4 4
UFC/ml
1.0>10°3

1.0x10°2
1.0x10°7
1.0x10°° -

PBS MRSpH4,5 8339 83120 83121 83123 83124 83102

Figura 27. Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 viable (UFC/ml) luego de
pretratamiento con sobrenadantes de lactobacilos a pH 4,5 durante 1 hora a 37 °C.

La viabilidad de Salmonella Enteritidis no fue afectada por los componenetes
presentes en los sobrenadantes de los distintos lactobacilos estudiados en las

condiciones de este ensayo, siendo igual a la viabilidad de Salmonella en PBS.
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de asociacion e internalizacion de
S. Enteritidis a células Caco-2/TC-7 después del tratamiento durante una hora con los

distintos sobrenadantes (Figura 28).

Salmonella inicial: 10° UFC/ml
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Figura 28. Salmonella enterica serovar Enteritidis CICDA 101 asociada (A) e internalizada (B) a
monocapas de células Caco-2/TC-7. Salmonella fue previamente tratada (1 hora a 37 °C) con
sobrenadantes de cultivo (SN) de diferentes lactobacilos. Los valores corresponden al promedio de
tres ensayos independientes. Como control se utilizd Salmonella preincubada con MRS
artificialmente acidificado (MRS pH 4,5) y Salmonella sin ningun pretratamiento (CONTROL:
Salmonella + PBS). Las barras indican desvio estandar. (*) Indica diferencias significativas con el
control (p < 0,05). Relaciéon Lactobacilo : Salmonella = 100:1. La linea punteada indica una dosis de
infeccion 10° UFC/ml correspondiente a una multiplicidad de infeccion de 1 bacteria/enterocito.

Los ensayos de asociacion e internalizacion de Salmonella después de la
incubacion con los sobrenadantes de diferentes lactobacilos a pH 4,5 (1 hora a 37 °C)

demostraron que su capacidad de asociarse a epitelio disminuyd significativamente

Lucia Zavala - 2015 97



CAPITULO 1
Seleccion de microorganismos probiéticos.

(p <0,05). Asimismo, se observo una fuerte inhibicidn de la capacidad de Salmonella de
internalizarse en la célula epitelial, siendo este efecto menos pronunciado cuando
Salmonella se preincubd con MRS artificialmente acidificado al mismo pH de los
sobrenadantes estudiados. Debido a que Salmonella depende de sus estructuras
superficiales para adherirse e invadir las células intestinales, algun componente del
sobrenadante de cultivo podria causar modificaciones en estas estructuras impidiendo la
interaccion con las células y el posterior dafio celular. De manera similar a lo hallado en
el presente estudio, Hudault et al. (1997) demostraron que al tratar Salmonella
Typhimurium durante 1 hora con el sobrenadante de un cultivo de L. casei GG, la
invasion del patogeno a células Caco-2 se reduce. Sin embargo a diferencia de nuestros
resultados, no encontraron efecto en la capacidad de asociacion. Hay que tener en
cuenta que el efecto de cada sobrenadante en la capacidad de invasion de Salmonella a
células Caco-2 también depende de la cepa de Salmonella estudiada (Lin et al. 2008).

Al determinar el porcentaje de Salmonella internalizada (Figura 28 B) respecto a
Salmonella asociada (Figura 28 A) se pudo observar que el tratamiento con todos los
sobrenadantes dio un valor entre 0,76 % y 4,13 %, mientras que el valor obtenido con el
control de MRS fue de 7,90 %. La diferencia entre el control y los sobrenadantes fue
significativamente diferente, indicando que los sobrenadantes afectarian tanto la
asociacion como la capacidad de internalizacion de Salmonella a células epiteliales.

Como el MRS acidificado a pH 4,5, disminuye la asociacidn e internalizacion de
Salmonella, se puede concluir que el acido lactico en el sobrenadante es en parte
responsable de la inhibicidon. Trabajos previos demuestran que los sobrenadantes de
cultivo de lactobacilos previenen la adhesidon de enteropatdégenos a mucus intestinal,
epitelio intestinal, e inhiben el desarrollo de patégenos (Ouwehand & Conway, 1996) y
lo relacionan a la presencia de acidos organicos. Los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) pueden interferir en la expresion de genes asociados a la invasion de Salmonella,
reprimiendo o induciendo el proceso de acuerdo al tipo de acido y a la concentracion en
que se produzca (Altier 2005). Lawhon et al. (2002) demostraron que una mezcla de
AGCC que simula las condiciones del ileon distal induce la expresion de genes SPI-1,
implicados en la invasién, mientras que los mismos acidos en las proporciones que se

encuentran en el colon pueden reprimir los mismos genes. Si bien el efecto sobre la

98 Lucia Zavala - 2015



CAPITULO 1
Seleccion de microorganismos probidticos.

invasion de Salmonella de acidos organicos que se encuentran en el tracto
gastrointestinal, tales como el acético, el butirico y el propidnico, ha sido bien
caracterizado (Durant et al. 1999, 2000; Lawhon et al. 2002; Van Immerseel 2003, 2004,
2006) poco se conoce sobre el efecto del acido lactico. Hudault et al. (1997) observaron
que el efecto protector de la invasion de S. Typhimurium a células Caco-2 por el
tratamiento con sobrenadante de un cultivo de L. casei GG se perdia al neutralizar el
sobrenadante. En consecuencia, atribuyeron el efecto a algin metabolito producido por
el lactobacilo activo a bajo pH sugiriendo que podria deberse a la presencia de acido
lactico en concentracién subletal. Makras et al. (2006) probaron que sobrenadantes de
cultivo de 4 cepas pertenecientes al género Lactobacillus sp. y medio de cultivo
adicionado con la misma concentracidon de acido lactico presente en los sobrenadantes
ejercian idéntico efecto reductor de la invasion de S. Typhimurium a células Caco-2/TC-
7, indicando que el acido lactico es responsable de la inhibicion. Sin embargo, estos
mismos autores observaron que la reduccion de la invasidon mediada por sobrenadantes
de L. johnsonii Laly L. plantarum no podia explicarse sélo por la presencia de este acido,
sugiriendo que habria implicada otra sustancia inhibitoria de naturaleza desconocida.
Los resultados presentados en la Figura 28 indican que los componentes
presentes en los sobrenadantes estudiados afectarian a Salmonella inhibiendo su
internalizacion a la célula. Los sobrenadantes de los lactobacilos podrian tener
diferentes moléculas que no afectarian la viabilidad del patégeno pero que disminuirian
marcadamente su capacidad de invasién a células intestinales. Golowczyc et al. (2007)
describieron que el efecto protector de sobrenadantes de 5 cepas de L. kefiri sobre la
asociacion e invasion de S. Enteritidis no podia explicarse sdélo por la presencia de acido
lactico. Estos autores hallaron que la proteina de capa-S a la concentracion en que se
encuentra en sobrenadantes de cultivo de L. kefiri es capaz de asociarse a la superficie
de Salmonella e interferir con su capacidad de invasion como también Blomberg et al.
(1993) encontraron que el sobrenadante de L. fermentum 104R contiene una proteina
que inhibe la interaccion de E. coli K88 a mucus porcino. Silva et al. (1987) observaron
que L. sp. GG, aislada de las heces de humanos, produce una sustancia activa a pH entre
3 y 5, la cual tiene capacidad inhibitoria contra varias especies bacterianas incluyendo

bacterias Gram (+) y Gram (-). Asimismo, Rammelsberg & Radler (1990) demostraron
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gue la bacteriocina de Lactobacillus brevis o L. casei pierde su actividad a valores de pH
neutro. Por otro lado, Bernet et al. (1997), vieron una disminucion en la capacidad de
adhesion e invasion a células Caco-2 de S. Tiphimurium al concentrar sobrenadante de L.
acidophillus ya que el mismo secreta una sustancia antimicrobiana (LA1-SCS).

Estos resultados indican la existencia de un mecanismo alternativo, ademas de la
exclusion competitiva del patogeno para reducir la internalizacion de S. Enteritidis en las
células epiteliales del colon. Los sobrenadantes afectaron tanto la capacidad de
asociacion de S. Enteritidis como la capacidad de internalizarse en las células. Se podria
postular que los sobrenadantes de los lactobacilos estudiados secretan componentes
gue pueden regular los genes relacionados con la virulencia de S. Enteritidis. Esto
indicaria que los mecanismos de accion de los sobrenadantes son diferentes al efecto
debido a la presencia del microorganismo ya que se ve afectada la asociacion como la
internalizaciéon a las células. Sin embargo, mas estudios son necesarios a fin de
determinar en qué medida este efecto se debe a la presencia de acidos organicos u
otros metabolitos como la capa-S de L. kefiri CIDCA 83102, o debido al exopolisacarido

producido por las 5 cepas de L. paracasei.
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CONCLUSIONES PARCIALES

CAPACIDAD DE ADHESION A EPITELIO Y PASAJE POR EL TRACTO GASTROINTESTINAL

El modelo experimental de células epiteliales Caco-2/TC-7 permitié estudiar la
capacidad de adhesion de los 13 lactobacilos estudiados. Asimismo, fue un
modelo adecuado para evaluar la asociacion e internalizacion de Salmonella

enterica serovar Enteritidis CIDCA 101 a células epiteliales.

En base a su resistencia a la bilis y adhesion a epitelio se seleccionaron las cepas
Lactobacillus paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123 y
CIDCA 83124 y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 para profundizar los ensayos

para determinar su potencialidad probidtica.

Los lactobacilos seleccionados fueron capaces de adherir a células de epitelio
intestinal y a mucina in vitro. Los lactobacilos presentaron valores de adhesion

entre 10° y 10° UFC/ml en ambos modelos evaluados.

Los 6 lactobacilos evaluados presentaron una baja hidrofobicidad superficial. No
se observd relacion entre la adhesion de lactobacilos a células de epitelio

intestinal in vitro y su hidrofobicidad superficial.

Todos los lactobacilos disminuyeron su viabilidad al ser sometidos al estrés acido
conferido por el jugo gastrico. El tratamiento posterior con sales biliares no

modificd el nUmero de células viables en 4 de los lactobacilos estudiados.

Lactobacillus paracasei CIDCA 83121 y CIDCA 83124 fueron los mas afectados por
el tratamiento secuencial con acido y sales biliares, disminuyendo el numero de
microorganismos viables 4 unidades logaritmicas. Los lactobacilos que mejor se

adaptaron a estas condiciones fueron Lactobacillus paracasei CIDCA 8339, CIDCA
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83120y CIDCA 83123 y Lactobcillus kefiri CIDCA 83102 presentando una caida del

numero de microorganismos viables inferior a 3 érdenes logaritmicos.

Las propiedades de adhesion a células epiteliales y mucina aumentaron luego del
tratamiento que simula las condiciones gastrointestinales (estrés acido y sales
biliares), respecto a los lactobacilos no tratados. Este efecto dependid de la cepa

de lactobacilo estudiado.

El perfil de proteinas de célula entera de L. paracasei CIDCA 83123 después del
estrés acido y de bilis analizado por electroforesis bidimensional resulté
diferente al del control sin tratamiento. Después del pasaje por el tracto
gastrointestinal se regularon positivamente 6 péptidos/proteinas, mientras que 5

disminuyeron su intensidad respecto a los lactobacilos control.

La mayoria de las proteinas que fueron reguladas positivamente corresponden a
enzimas de la via glicolitica, siendo un efecto general del estrés activar la fuente

de energia.

El pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro aumentd la expresion de
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Dicha enzima podria estar involucrada
en el aumento de la adhesion de L. paracasei 83123 a mucus o células epiteliales

después del tratamiento.

ACTIVIDAD ANTAGONICA CON SALMONELLA ENTERITIDIS

102

Solamente Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102
fueron capaces de autoagregar y son los que interaccionan con Salmonella
entérica serovar Enteritidis CIDCA 101. Es probable que el mismo factor que
produce la autoagregacion de las bacterias sea el responsable de la coagregacion

con el microorganismo patégeno.

Lactobacillus paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83123 y CIDCA 83124 y

Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 al ser preincubados con Salmonella entérica
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serovar Enteritidis CIDCA 101 redujeron la capacidad del patégeno de

internalizarse en las células epiteliales Caco-2/TC-7 respecto al control.

= La preincubacion de todos los lactobacilos estudiados con células epiteliales
Caco-2/TC-7 redujo el dafio producido por Salmonella entérica serovar Enteritidis
CIDCA 101 sobre las células epiteliales, evidenciado por una reducciéon de la
capacidad de internalizacion y mantenimiento de la integridad del citoesqueleto.
Este efecto se debe principalmente a una disminucién de la capacidad de

asociacion de Salmonella al epitelio.

= Los sobrenadantes de cultivo de todos los lactobacilos mostraron un marcado
efecto bactericida. Este efecto bactericida fue revertido cuando todos los

sobrenadantes son llevados a pH 4,5.

= Los sobrenadantes de todos los lactobacilos al ser preincubados con Salmonella
entérica serovar Enteritidis CIDCA 101 inhibieron su asociacion e internalizacién a
células epiteliales Caco-2/TC-7. La relaciéon entre Salmonella internalizada con
respecto a Salmonella asociada a la célula epitelial fue inferior a los controles,
indicando que los sobrenadantes de los lactobacilos afectarian la capacidad de
Salmonella de asociarse a epitelio asi como también la expresion del factor de

virulencia disminuyendo la capacidad invasiva.

= En funcion de esos resultados se seleccionaron Lactobacillus paracasei CIDCA
8339 y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 para evaluar su posible inclusiéon en geles

a base de polisacaridos bacterianos.
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Geles en los alimentos

Los geles juegan un rol esencial en la textura de los alimentos. Pueden ser
empleados para mejorar la calidad, aceptabilidad y seguridad de los alimentos a los
cuales se incorporan (Dolz et al. 2006; Laurienzo et al. 2006; Huang et al. 2007). Un gel
es un sistema cuya matriz esta formada por macromoléculas que se encuentran
interconectadas formando una red tridimensional. Estas macromoléculas retienen e
inmovilizan una gran cantidad de solvente. Por lo tanto, se trata de un sistema
sustancialmente diluido, pero incapaz de fluir (Ferry 1980; Clark 1992). Los geles poseen
algunas propiedades que son caracteristicas del estado sdlido pese a ser un sistema en
el cual se encuentra presente una gran cantidad de solvente. La red continua de

Ih‘

macromoléculas que constituyen el “armazon” que se extiende en el espacio otorga la
resistencia que exhiben los geles cuando son sometidos a un esfuerzo y les confiere el
caracter elastico. Desde el punto de vista reoldgico, los geles son materiales
viscoelasticos que poseen tanto caracteristicas de liquidos como de sélidos. Desde un
enfoque termodinamico, se encuentran en estado metaestable, y pueden modificarse
con el tiempo, ya sea espontdneamente o como consecuencia de la aplicacion de fuerzas
externas. El caracter dindmico de las uniones que los constituyen puede llevar a cambios
graduales en la estructura, que a su vez originan modificaciones en las caracteristicas
reoldgicas de los geles (Mellema et al. 2002).

Los geles exhiben propiedades microestructurales y mecanicas muy diversas que
dificultan su clasificacion. Sin embargo, se los denomina “fuertes” o “débiles” segun la
capacidad para romperse y fluir bajo la aplicacion de fuerzas pequefias (Clark &
Ross-Murphy, 1987).

Las sustancias capaces de formar redes estructurales en los alimentos son

principalmente polisacaridos y proteinas (Chen et al. 2006; Cheftel & Lorient, 1982;
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Dumay 1988). En muchos casos, las propiedades de los alimentos dependen de dicha

gelificacion, ya que contribuye a la textura de los productos alimenticios finales.

Geles alimentarios de naturaleza glucidica.

Entre los polisacaridos, el almidén probablemente sea el mas utilizado para la
obtencién de geles debido a su alta disponibilidad y bajo costo. Otros polisacaridos
neutros empleados son los galactomananos tales como la goma guar (provenientes de
leguminosas), la goma garrofin (proveniente del algarrobo), y los B-glucanos obtenidos a
partir de semillas de cereales. Los polisacaridos cargados que se emplean comunmente
en la formacién de geles en alimentos son los xantanos, producidos por Xantomona
campestris, los gelanos provenientes de cultivos de Pseudomona elodea, los alginatos y
carragenanos, producidos por algas, y las pectinas, polisacaridos estructurales de origen
vegetal (Morris 1986; Doublier et al. 2000).

Las bacterias lacticas son generalmente reconocidas como seguras y representan
una fuente de polisacaridos natural que se puede utilizar en diversos productos, ya sea
incluyendo el microorganismo productor en el fermento o utilizando los
exopolisacaridos (EPS) que producen como aditivo (Jolly et al. 2002; Ruas-Madiedo et al.
2005; Piermaria et al. 2008), ofreciendo una amplia alternativa de polisacaridos
microbianos para el uso en formulaciones alimentarias (Laws & Marshall, 2001b). Los
exopolisacdridos provenientes de bacterias lacticas difieren en composicion de azucares,
tipo de unidn glicosidica, presencia de cadenas laterales y/o la presencia de grupos
sustituyentes (Laws & Marshall 2001a). El peso molecular varia desde 1.10%-2.10° Da
hasta valores que superan los 10° Da (De Vuyst & F. Vaningelgem 2004). Ademas,
pueden variar en carga, configuracion espacial, rigidez y habilidad para interactuar con
proteinas (Duboc & Mollet, 2001).

Estos polisacaridos cobran importancia, pues no sélo contribuyen a la textura de
los alimentos mediante la reduccién de sinéresis como en yogurth o la mejora en la
consistencia como por ejemplo en quesos maduros con bajo contenido de grasa, sino
gue ademas confieren efectos benéficos para la salud (Mazeau & Rinaudo, 2004). Entre

los efectos benéficos atribuidos, se puede mencionar la capacidad de reducir el
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colesterol, la capacidad inmunomoduladora, la proteccion al epitelio intestinal de Ila
accion de microorganismos patogenos o la capacidad de modulacion de la microbiota
fecal (Nicolic et al. 2012; Ruas-Madiedo et al. 2008; Salazar et al. 2012). Por lo tanto, la
utilizaciéon de polisacaridos provenientes de bacterias lacticas posibilitaria el desarrollo
de alimentos prebidticos o simbidticos, con caracteristicas funcionales deseables tanto
desde el punto de vista tecnolégico como desde la dptica del efecto benéfico para la
salud que ellos son capaces de ejercer (Ruas-Madiedo et al. 2002a, 2002b).

A pesar de estas propiedades interesantes, el uso de EPS a partir de bacterias
lacticas en la industria como aditivos alimentarios es aun limitada debido a los bajos
niveles de produccion en comparacion a la goma xantica producida por
microorganismos Gram (-). Una alternativa interesante es el uso de kefiran, el
polisacarido producido por las bacterias lacticas de los granulos de kefir. El kefiran,
puede ser aislado con buenos rendimientos y elevado grado de pureza a partir del
propio granulo utilizando metodologias compatibles con la industria alimentaria. El uso
de este polisacarido como aditivo alimentario podria presentar una ventaja ya que
posee efectos benéficos para la salud, frente al uso de otros polimeros que no poseen
dichos beneficios.

Pintado et al. (1996) demostraron que el kefiran forma geles en solucion acuosa
conteniendo etanol. La fuerza de los geles preparados con 3 % de kefiran en 8 % de
etanol son equivalentes a las obtenidas en los geles formados con 3 % de gelatina
(Mukai et al. 1990).

Cuando soluciones de kefiran son congeladas, se produce el alineamiento de las
moléculas formando un gel. Los geles formados resultan translicidos con una alta
capacidad de retencion de agua (90,43 % + 1,51) y suficientemente cohesivos como para
soportar su propio peso. Los espectros mecanicos de las muestras congeladas muestran
que el moddulo elastico (G') es mayor que el médulo viscoso (G") y ambos mddulos
resultan independientes de la frecuencia, evidenciando un comportamiento tipo gel. El
comportamiento de los geles de kefiran a 37 °C determina su habilidad para fundirse a la
temperatura de la boca; esta propiedad resulta relevante para su aplicacion en

alimentos (Piermaria et al. 2008).
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Geles de proteinas.

La gelificacion de proteinas globulares inducida por tratamiento térmico fue
ampliamente estudiada (Clark et al. 2001). Entre los sistemas proteicos mas estudiados
en lo referente a la capacidad de gelificacion se pueden mencionar las proteinas de
suero y las proteinas vegetales (soja, amaranto) (Puppo et al. 1995).

Las principales proteinas de suero de leche son la B-lactoglobulina (B-Lg) vy la
a-lactoalbumina (a-La), que presentan una estructura tridimensional compacta,
mantenida por muchos enlaces no covalentes débiles y algunos enlaces disulfuro
(Steventon et al. 1991). La B-Lg existe como un dimero de 36,7 kDa en soluciones por
encima de su pl de 5,2, pero por debajo de pH 3,5 y por encima de pH 7,5, el dimero se
disocia a un mondédmero expandido, y entre pH 3,5 y 5,2 el dimero polimeriza a un 147
KDa (Morr & Ha, 1993; Fox & McSweeney, 2003). El mecanismo molecular de
desnaturalizacion térmica de B-Lg a pH neutro incluye la disociaciéon del dimero y la
pérdida de la estabilidad de la hélice a unos 77 °C (Holt 2000). La reactividad de los
grupos tiol disminuye significativamente bajo condiciones acidas y, por lo tanto,
principalmente las interacciones no covalentes estan involucrados en la estructura de
los geles acidos, mientras que a pH neutro las reacciones de intercambio intermolecular
como puentes disulfuro-sulfidrilo libre son favorecidas (Shimada & Cheftel, 1988).
Ademas, cuando el pH se aproxima al pl, la carga de las proteinas se neutraliza
progresivamente, favoreciendo la agregacion de proteinas. Asi, la estructura de geles
depende del pH en el que se preparan (Lupano et al. 1992, 1996).

La segunda proteina del suero de la leche es la a-lactoalbumina (a-La), una
proteina globular mas pequefia, con 4 puentes disulfuro, que es estructuralmente
homdloga a la lisozima y requiere calcio para asumir su pliegue funcional. Es una
proteina reguladora de la enzima lactosa sintasa en la glandula mamaria (Fox &
McSweeney, 2003).

La albumina de suero bovino (BSA) se encuentra tanto en el suero sanguineo
como en la leche. Es una proteina globular mas grande, con una estructura

principalmente alfa-helicoidal, con 17 puentes disulfuro y un grupo tiol libre.
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La lactoferrina es una glicoproteina monomeérica globular, que pertenece a la
familia de la transferrina, y presenta actividad anti microbiana (Fox & McSweeney, 2003,
Edwards et al. 2009).

El proceso de gelificacion en sistemas alimentarios es normalmente llevado a
cabo incluyendo cambios conformacionales de las moléculas de proteinas, su
agregacion, y la formacion de la red tridimensional del gel. La gelificacion inducida por el
calor en soluciones acuosas de proteina de suero de leche ha sido descrita como un
proceso de dos etapas, la desnaturalizacion de la proteina nativa seguida por la
posterior agregacion. En la gelificacion de las proteinas globulares, la desnaturalizaciéon
térmica es critica (Tolstoguzov 1991). La formacion de un gel depende de diversos
factores tales como la concentracion de proteinas, el pH, la fuerza idnica, y la presencia
de otros componentes de los alimentos (Gault & Fauquant, 1992; Tolstoguzov 1993).

Las proteinas de suero son proteinas de alto valor nutricional y debido a sus
caracteristicas estructurales presentan interesantes propiedades funcionales (de Wit
1998; Turgeon & Beaulieu, 2001; Ha & Zemel, 2003). En consecuencia, son muy
adecuadas para la construccion de vehiculos para la entrega de diversos compuestos
bioactivos o microorganismos probiéticos (Livney 2010) permitiendo su aplicacion en la

industria alimentaria (Morr 1984, 1992).

Geles mixtos.

En los alimentos, las proteinas y los polisacédridos son los ingredientes mas
importantes responsables en la formacion de la estructura (Tolstoguzov 1991) y su uso
en los sistemas mixtos pueden mejorar o modificar su comportamiento funcional
(Dickinson & Galazka, 1991; Dickinson & lzgi, 1996; Gurov & Nuss, 1986; Turgeon &
Beaulieu, 2001).

Los sistemas mixtos mas estudiados son los geles de gelatina-agar (Boral &
Bohidar, 2010; Singh et al. 2007, 2011). Sin embargo, existen algunos trabajos
relacionados a la formacion de geles de proteina de suero y polisacaridos tales como
pectina o goma xantica. Krzeminski et al. (2014a) estudiaron la formacion de complejos

de pectina y proteinas de suero en la elaboracion del yogurth con bajo contenido en
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grasa, obteniéndose un producto de igual firmeza y propiedades de flujo similares a las
de un yogurth con contenido normal de grasa (Jones et al. 2009). También, los
complejos de goma xantica y proteinas de suero han sido usados exitosamente para
reemplazar las grasas a pH neutro en tortas heladas (Laneuville et al. 2005) y en queso
Petit-Suisse (Ramirez-Santiago et al. 2012).

Ademas, los complejos de polisacaridos-proteinas son utilizados debido a su
capacidad emulsificante, o estabilizante de emulsiones evitando la coalescencia
(Dickinson 2008), y a las propiedades texturales que aportan a los productos con bajo

contenido en grasa (Jones et al. 2010b).

Inclusion de microorganismos probioticos en los geles

La amplia variedad de usos de los geles ha llevado a la busqueda de nuevas
alternativas, en cuanto a materiales y metodologias de obtencidn, capaces de satisfacer
los diversos requerimientos planteados. La industria de alimentos esta particularmente
interesada en encontrar nuevos componentes naturales que aporten a la textura pero
gue ademas de satisfacer los requerimientos nutricionales y sensoriales, ofrezcan
algunos beneficios adicionales promotores de la salud a quienes los consumen. La
revalorizacion de aquellas moléculas que poseen estas caracteristicas ha llevado a
profundizar las investigaciones en lo referido a la funcionalidad bioldgica de los
componentes alimentarios asi como a la capacidad de aportar caracteristicas reologicas
particulares (Laws et al. 2001b; Warrand 2006).

En los recientes afios ha crecido el interés por lograr matrices capaces de
transportar medicamentos, nutrientes o microorganismos probioticos y protegerlos
durante su pasaje a través del tracto gastrointestinal. Una alternativa es Ia
microencapsulacion, definida como la tecnologia del empaquetamiento en un material
solido, liquido o gaseoso en capsulas que liberan sus contenidos a velocidades
controladas, durante periodos prolongados de tiempo (Vandamme et al. 2002; Mainville
et al. 2005; Crittenden et al. 2006). Estas tecnologias son de gran interés en el sector
farmacéutico, pero también tienen relevancia en la industria de alimentos ya que

proporcionan proteccion a los microorganismos al encontrarse dentro de una matriz
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polimérica de calidad alimentaria (Heidebach et al. 2009), de manera que la seleccién
apropiada de la matriz del alimento es de vital importancia durante el desarrollo de
alimentos funcionales probiodticos (Doherty et al. 2010).

Las proteinas de suero de leche también se han considerado como una
alternativa potencial para incluir bacterias probidticas o sustancias biactivas. Beaulieu et
al. (2001) utilizaron un método de gelificacion para la formacion de perlas de proteina
que atrapan el retinol. Ellos encontraron que la proteina de suero de leche formo geles
que no eran susceptibles al ataque enzimatico durante el pasaje por el tracto
gastrointestinal proporcionando una liberacién lenta y progresiva del retinol en los sitios
de absorcién intestinal y la protecciéon contra la oxidacion. Hébrard et al. (2006)
inmovilizaron Saccharomyces cerevisiae en aislados de proteina de suero mediante la
gelificacion inducida por frio. La matriz de proteina crea un microambiente que favorece
la actividad de las levaduras en las condiciones gastricas severas. Doherty et al. (2010)
inmovilizaron Lactobacillus rhamnosus GG en aislado de proteina de suero de leche
nativa, desnaturalizada y hidrolizada. Estas bacterias inmovilizadas aumentaron la
supervivencia durante 14 dias de almacenamiento a 37 °C en las matrices de proteina de
suero de leche (WPI) desnaturalizada y/o hidrolizada, obteniéndose también una
proteccion mayor durante el pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro. En este
aspecto, la inclusion de microorganismos en matrices alimentarias a base de proteinas
de suero seria una alternativa para el desarrollo de nuevos alimentos conteniendo

probioticos.
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Los microorganismos probidticos generalmente son incorporados a productos
lacteos o jugo de frutas. Una alternativa para aumentar la eficiencia de estos
microorganismos seria utilizar una matriz alimentaria que contenga naturalmente algun
ingrediente con propiedades protectoras. Teniendo en cuenta las caracteristicas
fisicoquimicas del kefiran y conociendo su capacidad de formar criogeles, se planted
como objetivo analizar su interaccién con otros macrocomponentes y su capacidad para

formar geles mixtos a fin de utilizarlos como vehiculo de microorganismos probidticos.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Evaluar las condiciones de formacion de geles mixtos de kefiran con azlcares

tales como sacarosa y fructosa.

Evaluar las condiciones de formacion de geles mixtos de kefiran con proteinas de

suero de leche (WPI) y caracterizar los geles mixtos obtenidos.

Realizar la inclusion de microorganismos potencialmente probidticos en los geles
mixtos obtenidos y estudiar la viabilidad de los mismos durante el proceso de

elaboracidn.

Evaluar la resistencia de los microorganismos incluidos en los geles durante el

pasaje por el tracto gastrointestinal y su capacidad de adhesion a epitelio.
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Obtencion de kefiran

La obtencién y purificacion de kefiran se realizd segun Rimada & Abraham
(2006). Una cantidad pesada de granos de kefir CIDCA AGK1 obtenidos por subcultivos
sucesivos en leche descremada fue tratado en agua hirviendo [1:10 (p/v)] durante
30 minutos con agitacion discontinua. La mezcla se centrifugd (Avanti J25 de Beckman
Coulter Inc. centrifuga, Palo Alto, CA, EE.UU.) a 10.000 g durante 20 minutos a 20 °Cy el
polisacarido en el sobrenadante se precipitdé mediante la adicién de dos volumenes de
etanol y se dejo reposar a -20 °C durante la noche. Posteriormente se centrifugd a
10.000 g durante 20 minutos a 4 °C. El precipitado se disolvié en agua caliente y el
proceso de precipitacion y centrifugacion se repitié dos veces. El precipitado final se
disolvié en agua destilada caliente (Rimada & Abraham, 2001). La concentracién de
polisacarido se determind por el método de Antrona, con soluciones de glucosa como
estandares. Todas las muestras fueron analizadas para corroborar ausencia de otros
azucares por cromatografia en capa fina cualitativa. La concentracién de proteinas en la
solucion de kefiran se determind por el método de Bradford (Bradford 1976). La solucion
de kefiran se liofiliz6 en un Heto FD4 (Equipo de Laboratorio, Dinamarca) y el

polisacarido obtenido se almacend a 4 °C en botellas herméticas hasta su uso.

Preparacion de geles de kefiran con azlcares y/o proteinas

Geles mixtos de kefiran y azucares.

Se prepararon dispersiones en agua destilada conteniendo 2,0 % (p/p) de kefiran

y 0; 5,88; 10; 17,64; 30 y 50 % (p/p) de fructosa o sacarosa. Las mismas fueron

calentadas a 70 °C con agitacidon continua hasta completa solubilizaciéon. Alicuotas de
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cada una de las diferentes soluciones fueron colocadas en recipientes plasticos
cilindricos de 35 mm de diametro interno y cubiertas con film. Un grupo de estas
alicuotas fue colocado inmediatamente en freezer a -20 °C por un periodo de 24 horas.
Estas alicuotas fueron luego transferidas a 4 °C por el mismo tiempo. El otro grupo de
alicuotas, empleadas para estudios comparativos, no fueron congeladas y se colocaron

directamente durante 48 horas en heladera a 4 °C antes de su utilizacion.

Geles de proteinas.

Se utilizé aislado de proteina de suero de leche (WPI) comercial (Arla Foods
Ingredients, Ambh, Dinamarca). Segun lo especificado por el fabricante, el aislado
contiene un minimo de 92 % de proteinas, siendo los principales constituyentes
proteicos: B- lactoglobulina (74 %), a-lactoalbumina (18 %) y albumina de suero bovino
(6 %). El aislado contiene lactosa y grasa (cada uno a un contenido maximo de 0,2 %), y
minerales: sodio (0,5 %), potasio (1,3 %), y calcio (0,1 %).

La concentracion final de proteina en buffer fosfato pH 7 de las soluciones para
formar geles se ajusté a concentraciones que van de 2,0 a 10,0 % (p/p) (Puyol et al.
2001). Para la formacion de los geles de proteinas, las soluciones fueron calentadas a
90 °C durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas, e inmediatamente enfriadas
en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente. Se colocaron en heladera a 4 °C hasta

su utilizacion.

Geles mixtos de kefiran y proteinas.

La concentracion final del aislado de proteina de suero (WPI) en buffer fosfato
pH 7 de las muestras se ajustd a concentraciones que van de 3,0 a 8,0 % (p/p) vy la
concentracién de kefiran utilizada fue de 1,0 % (p/p). Para la formacién de los geles
mixtos de kefiran con proteinas, las soluciones fueron calentadas a 90 °C durante 10
minutos e inmediatamente enfriadas en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente,
proceso que llamamos ETAPA 1. Luego fueron colocadas inmediatamente en freezer a

-20 °C por un periodo de 24 horas correspondiente a las condiciones de gelificacion del
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kefiran, y luego fueron transferidas a 4 °C por el mismo tiempo, proceso que llamamos
ETAPA 2. Estas muestras fueron almacenadas a 4 °C al menos 24 horas hasta su

utilizacion.

Caracterizacion de las soluciones

Se evalué el comportamiento de las soluciones utilizando un redmetro ReoStress
600 (Termo Haake, Alemania) en modo rotacional con un sistema sensor plato-plato
paralelo, de superficie rugosa y 1 mm de separacion entre platos. Las soluciones se

termostatizaron a 20 °C utilizando un bafo de agua (Circulator DC50, Thermo Haake). Se

registro el esfuerzo de corte (t) en funcidn del gradiente de velocidad (1;'). Se utilizé una
aceleracion de 4,17 s? para alcanzar en 2 minutos un gradiente de velocidad de 500 5'1,
se mantuvo el mismo durante 1 minuto y luego se procedid al descenso de dicho
gradiente hasta 0 s™ utilizando una aceleracién igual a la antes mencionada pero de
signo negativo. A partir de las graficas correspondientes al comportamiento de flujo se

obtuvo la viscosidad aparente (ap) a 300 s y se ajustaron los resultados al modelo de

Ostwald de Waele (t=K. (?)n) para obtener el indice de consistencia (K) y el indice de

comportamiento de flujo (n).
Caracterizacion de los geles

Actividad Acuosa.

La determinacion de la actividad acuosa se realizé en el equipo Aqua Lab
(Decagon Devices, Inc., Washington). Las muestras fueron colocadas en los recipientes
del equipo de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se espero la llegada al

equilibrio. El equipo fue calibrado con agua bidestilada y solucién de CIK saturada. Las

determinaciones se efectuaron por triplicado.
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Capacidad de retencion de agua (WHC).

Se efectud una centrifugacion de los geles a 3.000 g durante 5 minutos a 20 °C.
Los sobrenadantes fueron eliminados mediante pipeta e inversion de los eppendorf. Se
determinaron los pesos antes y después de la centrifugacion. WHC (%) se calculé como
el porcentaje de agua retenido en relacion al peso inicial del gel (Wu et al. 2009).
Asimismo, se determind el contenido de azlcares en el exudado durante la
centrifugacion mediante el método de Antrona. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

Reometria oscilatoria de baja amplitud de deformacién.

Las medidas fueron llevadas a cabo en un reémetro RheoStress 600 (Haake)
empleando una geometria de platos paralelos de superficie rugosa de 35 mm de
diametro y 1 mm de separacién entre los platos. Las muestras fueron cuidadosamente
removidas del recipiente y colocadas en el plato inferior del reémetro. La temperatura
fue mantenida a 20 °C mediante un bafio de agua circulante (DC50, Haake). La region de
viscoelasticidad lineal fue determinada mediante la realizacién de barridos de esfuerzo
de corte a frecuencia fija (1 Hz) a 5, 20 y 40 °C.

Dentro de dicho rango lineal de viscoelasticidad se evaluaron G' (médulo
eldstico) y G" (modulo viscoso) en funcién de la frecuencia (0,1 - 10 Hz). El mddulo
elastico (G'), el modulo viscoso (G") y la tangente del angulo de desfasaje (tan(8)) fueron
evaluados como funcién de la frecuencia (entre 0,1 y 10,0 Hz). El médulo elastico (G')
describe, como su nombre lo indica, el comportamiento elastico del sistema, se
encuentra vinculado a la energia que se almacena en el mismo y que puede ser
recuperada cuando el esfuerzo aplicado es removido. Por esta particularidad a G'
también se lo denomina moédulo de almacenamiento. El mdédulo viscoso (G") es una
medida de la energia perdida en forma de calor, asociada al comportamiento viscoso. El
médulo G" es llamado también moddulo de pérdida, en contraposicion con la
denominacion maédulo de almacenamiento, utilizada para G'.

La tangente del angulo de desfasaje tan(6) es definida como:
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tan(6) =G"/ G'

y esta directamente relacionada con la energia perdida con respecto a la energia
recuperada en cada ciclo. Puede variar entre 0 e infinito y cuanto menor es su valor

indica un mayor caracter elastico.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Se colocaron las muestras en capsulas de aluminio previamente pesadas y
selladas. El barrido de temperatura fue de 4 - 100 °C y la velocidad de calentamiento fue
de 10 °C/min. Una cépsula vacia fue utilizada como referencia para todas las medidas.
Luego del barrido de todas las muestras, las capsulas fueron perforadas y secadas a peso
constante en estufa a 105 °C para obtencion de peso seco. Los termogramas de
temperaturas de transicion y entalpias de transicion (AH) fueron obtenidos mediante el

software 2000 de Analisis TA Universal.

Analisis de perfil de textura.

Los geles fueron evaluados utilizando un texturémetro TA.XT2i Texture Analyser
(Stable Micro-Systems Ltd, Inglaterra) en el modo de analisis de perfil de textura,
realizando dos ciclos de compresion uniaxiales. Se utilizd una sonda de 75 mm de
didmetro a una velocidad de 0,5 mm/s y los geles se comprimieron hasta el 30 % de su
altura original. La evaluacion se realizd a temperatura ambiente registrandose la fuerza

en funcion del tiempo (Figura 29).
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Primer ciclo Seqgundo ciclo
- - - Y -

==

Fuerza

Distancia o tiempo  _gg.

Figura 29. Esquema de un perfil de textura tipico (adaptado de Friedman et al. 1963).

A partir del analisis de las curvas fuerza-tiempo (o fuerza-distancia) obtenidas, se
determinaron los pardmetros como dureza, cohesividad, adhesividad y elasticidad.

La dureza corresponde a la fuerza maxima registrada, altura del primer pico (H), y
se vincula con la resistencia a la compresion. Es la fuerza necesaria para lograr la
deformacion predeterminada.

La cohesividad es la relaciéon entre las dreas del segundo y primer pico (A2/A1)
del perfil y esta vinculada con el trabajo necesario para vencer las uniones internas del
material.

La adhesividad es el valor absoluto del area del pico negativo (A3) que aparece
después del primer pico, corresponde al trabajo necesario para vencer las fuerzas
atractivas entre la superficie del material y otros materiales, en este caso el sensor del
texturometro. Es mayormente una caracteristica de superficie que depende de la
combinacion de los efectos de las fuerzas adhesivas y cohesivas, asi como de la
viscoelasticidad del material (Adhikari et al. 2001).

La elasticidad estd definida como la relacién (d2/d1) y se relaciona con la
recuperacion del material entre el final de la primera compresion y el comienzo de la

segunda. La elasticidad es la percepcion de la “gomosidad” del gel en la boca, y es una
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medida de la cantidad de estructura del gel que se pierde en la compresion inicial

(Sanderson 1990).

Microscopia electrénica (SEM).

Los geles fueron fijados utilizando nitrégeno liquido (-196 °C) e inmediatamente
liofilizados en un liofilizador Heto FD4 (Lab Equipment, Dinamarca). Las muestras fueron
luego cubiertas con una capa de oro de 20 nm de espesor utilizando un equipo Balzers
SCD 030 (Balzers, Liechtenstein). Finalmente fueron observadas en un microscopio
electrénico de barrido Philips 505 (Holanda), el cual fue operado con un voltaje de
20 kV. La microscopia fue realizada en la Division de Microscopia de Exploraciéon del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias Aplicadas (CINDECA - CONICET/UNLP, La
Plata, Argentina). El diametro de poro fue calculado por analisis de las fotografias

mediante el programa ImageJ (Schneider et al. 2012).

Inclusion de microorganismos en geles mixtos

Obtencidn de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 y Lactobacillus kefiri CIDCA
83102.

Lactobacillus paracasei y Lactobacillus kefiri fueron activados mediante dos
repiques consecutivos y cultivados en MRS a 30 °C durante 48 horas y 72 horas,
respectivamente. Luego de la incubacion, las células fueron concentradas mediante
centrifugacion a 5000 g por 10 minutos y el pellet obtenido fue resuspendido en buffer

fosfato pH 7 (ver Apéndice).

Obtencidn de geles de kefiran, proteinas y fructosa con microorganismos.

Se prepararon dispersiones en buffer fosfato pH 7 conteniendo 1,0 % (p/p) de

kefiran, 3,0 % (p/p) de proteinas de suero de leche (WPI) y 12,0 % (p/p) de fructosa. Las
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mismas fueron previamente homogeneizadas y calentadas a 90 °C durante 10 minutos e
inmediatamente enfriadas en bafio de agua fria a 4 °C hasta alcanzar temperatura
ambiente. Una vez templada la solucion preparada se adiciond L. paracasei 8339 o
L. kefiri 83102 a una concentracion final de 1.10° UFC/ml. Se agito suavemente hasta
completa homogeneizacion y se tomaron alicuotas de cada una de las diferentes
soluciones para ser colocadas en eppendorf estériles e inmediatamente enfriadas en
freezer a -20 °C por un periodo de 24 horas. Estas alicuotas fueron luego transferidas a

4 °C hasta su utilizacion.

Se realizaron los siguientes controles:

- Los lactobacilos se resuspendieron en buffer fosfato pH 7 y se mantuvieron a
4 °C durante 48 horas (Controlg).

- L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102 fueron resuspendidos en
1,0 % (p/p) de kefiran, 3,0 % (p/p) de proteinas de suero de leche (WPI) y
12,0% (p/p) de fructosa y almacenados en heladera durante 48 horas

(Controls).

Se cuantificé el numero de microorganismos viables incluidos en los geles, asi
como también en los controles correspondientes, mediante diluciones seriadas en
triptona 0,1 % (p/v) y recuento en agar MRS. Las placas fueron incubadas a 30 °C en
aerobiosis durante 48 horas. Los resultados se presentaron como UFC/ml. Los ensayos

se realizaron al menos tres veces.

Resistencia al pasaje gastrointestinal in vitro de los microorganismos incluidos en

el gel.

Para evaluar la resistencia de L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102
incluidos en los geles los mismos fueron sometidos a las condiciones gastrointestinales
simuladas como se describié en el Capitulo |, Materiales y Métodos, basado en el

protocolo de Grimoud et al. (2010).
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El mismo ensayo se realizé con los lactobacilos resuspendidos en buffer fosfato
pH 7 y en la suspension de 1,0 % (p/p) de kefiran, 3,0 % (p/p) de proteinas de suero de
leche (WPI) y 12,0 % (p/p) fructosa, previo a la formacién del gel. Los ensayos se

realizaron al menos tres veces.

Capacidad de adhesidn de los microorganismos incluidos en el gel.

La capacidad de adhesion a células epiteliales (Caco-2/TC-7) de los lactobacilos
antes y después del estrés acido y de bilis, se realizd de acuerdo al protocolo detallado
en el Capitulo I, Materiales y Métodos. Para la condiciéon Gel, los geles fueron tratados
con solucidn acida y de bilis a una temperatura de 37 °C. El mismo ensayo se realizé con
los lactobacilos resuspendidos en buffer fosfato pH 7 y en la suspension
conteniendo 1,0 % (p/p) de kefiran, 3,0 % (p/p) de proteinas de suero de leche (WPI) y

12,0 % (p/p) fructosa, previo a la formacion del gel.

Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizé con el programa GRAPHPAD Prism version 5.0
para Windows (San Diego, CA). Se efectud un andlisis de varianza simple (ANOVA) para
determinar la diferencia entre medias. Las diferencias significativas entre los valores
medios de cada experimento fueron determinadas por el test Tukey (intervalo de

confianza del 95 %). Todos los experimentos fueron realizados al menos por triplicado.
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Geles de kefiran con azucares

Los azucares de bajo peso molecular son aditivos o ingredientes comunes en una
amplia variedad de alimentos procesados. Junto con sus efectos edulcorantes, estos
azucares modifican las propiedades fisicas del sistema alimentario. Los edulcorantes mas
comunes utilizados en los alimentos, sacarosa y fructosa, contribuyen a las
caracteristicas fisicas y funcionales de los alimentos y bebidas, tales como la mejora del
sabor, color, punto de congelacién, estabilidad osmética, ademas del propio dulzor
(Davis 1995).

Debido a las propiedades saludables del kefiran y la capacidad del polisacarido
para formar criogeles, el kefiran se convierte en una matriz prometedora para el
desarrollo de alimentos con valor nutricional agregado debido a las propiedades
promotoras de la salud asociadas a este polisacarido. La presencia de mono vy
disacaridos como cosolutos en soluciones gelificantes puede promover la asociacion
intermolecular de biopolimeros, aunque la inclusidon de pequefas moléculas no siempre
conduce a un refuerzo de la red (Evageliou et al. 2000a), por ello se evalud el efecto de
la presencia de edulcorantes como sacarosa y fructosa en la capacidad de formar geles

del kefiran.

Comportamiento reoldgico de soluciones de kefiran con sacarosa y fructosa.

En una primera etapa, se analizd el efecto del agregado de azucares en el
comportamiento de flujo y viscosidad aparente de la soluciones del kefiran ya que las
propiedades fisicoquimicas pueden incidir en las interacciones que se forman al someter
las soluciones al proceso de congelacidon-descongelacion requerido para la formacion de

los geles.
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En la Tabla 8 se presenta el comportamiento de flujo de las soluciones obtenidas
de kefiran con fructosa y sacarosa. Las soluciones de kefiran mostraron curvas de flujo
gue corresponden a un comportamiento pseudoplastico sin drea de histéresis. Se ajusto
el modelo de Ostwald de Waele a los datos experimentales obtenidos con un coeficiente
de correlacién de 0,999 en todos los ensayos. Los indices de flujo (n) fueron todos
menores a 1. La solucion de kefiran sin azucares presentd un valor de (n) de 0,6818 y
este valor disminuyd con el aumento de la concentracion de azucar siendo de 0,4595 y
0,4797 para las soluciones de kefiran con 50,0 % (p/p) de sacarosa o fructosa,
respectivamente. La viscosidad aparente a 300 s? (Map 300 s'l) de la solucién de kefiran
fue de 46,59 mPa.s y este valor aumentd con el aumento de las concentraciones de
azlcares alcanzando un valor de 612,85 mPa.s en la solucién conteniendo 50 % de
sacarosa y de 249,30 mPa.s en la solucién conteniendo la misma concentracion de
fructosa.

Tabla 8. Viscosidades aparentes a 300 st (nap 300 5'1], indice de consistencia (K), indice de flujo (n) y
coeficiente de correlacién (rzl, obtenidos ajustando los datos experimentales al modelo de Ostwald de

Waele, en funciéon de las concentraciones de azucar (sacarosa o fructosa) en las soluciones de kefiran.
Los resultados fueron obtenidos a 20 °C.

Azucar Concentracion K* n* r i 300s™ *
% (p/p) (Pa.s-n) (mPa.s)
0 0,2845 +0,0221° 0,6818+0.0110°  0,9996  46,59+0,62°
5,9 0,4745 +0,0351° 0,6268 +0.0048 *°¢ 0,9994 56,96 +5,81 "
10,0 0,5711 +0,0171* 0,6188 +0.0017*®>  0,9995 65,40+ 1,30 "¢
sacarosa 17,6 0,7541 +0,1003* 0,5967 + 0.0055°<¢ 00,9995 75,96 + 7,81 ¢
30,0 1,5615 + 0,1874° 0,5439 £0.0018%  0,9996 116,10+ 12,87°¢
50,0 9,0800 +2,9400° 0,4595+ 0.1318°" 0,9993 612,85 +38,82°
5,9 0,4875 +0,0025° 0,6325+0,0018*°  0,9995 60,34 + 0,27 **°
10,0 0,5155 + 0,0369° 0,6245 +0,0088 > 00,9995 60,91 + 1,21%"¢
fructosa 17,6 0,6882 +0,0195° 0,6134 +0,0049°° 0,9995 76,46 + 4,35 “°
30,0 1,0260 + 0,0198" 0,5741 +0,0088 “*  0,9996 90,74 +2,64 ¢
50,0 4,9235+0,9991° 0,4797 +0,0474" 09994 249,30+ 16,97

* Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Obtencidn de los geles y caracterizacion fisicoquimica.

Estas soluciones fueron sometidas a un ciclo de congelacién-descongelacién para
evaluar si las soluciones eran capaces de formar geles. La inclusion de sacarosa o
fructosa en las soluciones de kefiran no impidié la formacién de gel, por el contrario,
después de un ciclo de congelacion-descongelacion, se obtuvieron geles translicidos y
autoportantes con todas las soluciones analizadas. La a,, a 20 °C de los geles fue cercana
a 1 para los geles de kefiran y de 0,9465 + 0,0025 y 0,9245 + 0,0005 para las
concentraciones mas altas utilizadas de sacarosa y fructosa respectivamente, sin

observarse diferencias significativas respecto a los geles de kefiran sin azlcares.

Tabla 9. Valores de actividad acuosa obtenidos para los geles mixtos de kefiran a las concentraciones
de sacarosa y fructosa estudiadas.

% (p/p) Sacarosa Fructosa
0,0 % 1,0015+0,0005 1,0015+0,0005
59% | 1,0000 +0,0020 | 0,9995 + 0,0015
10,0% | 0,9965 +0,0005 | 0,9890 +0,0002
17,6% | 0,9915 +0,0015 | 0,9800 + 0,0030
30,0% | 0,9775+0,0025 | 0,9590 +0,0020
50,0% | 0,9465 +0,0025 | 0,9245 +0,0005

La microestructura de los geles con sacarosa y fructosa se evalué mediante
microscopia electrénica de barrido con una ampliacion de 600 X (Figura 30).

Los geles mostraron una estructura tridimensional altamente porosa excepto
aquellos conteniendo las concentraciones mas altas de sacarosa y fructosa, cuya
microestructura tenia la apariencia de laminas superpuestas de polisacarido. El tamafio
de poro de los geles que contenian bajas concentraciones de azucar fue mayor que la de
los geles de kefiran. Los geles preparados con concentraciones mayores de 30,0 % (p/p)
de sacarosa y mayores de 17,6 % (p/p) de fructosa presentaron tamafios de poro

significativamente menores a los encontrados para los geles de kefiran sin azucares.
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Diametro de poro

(A) 18,931 um

(B) 22,896 | (C)17,256

(D) 24,014 (E) 22,492
(F) 25,704 (G) 9,979
(H) 9,167 () 7,239

(K) ND

Figura 30. Micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido de geles de kefiran
2,0% (p/p) (A) sin azucar y con sacarosa y fructosa respectivamente. Aumento 600 X. (B y C)
5,9 % (p/p), (Dy E) 10,0 % (p/p), (Fy G) 17,6 % (p/p), (H e 1) 30,0 % (p/p), (J y K) 50,0 % (p/p).
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Se determind la capacidad de retencion de agua (WHC) de los geles como fue
explicado en Materiales y Métodos pagina 118. Los resultados se presentan en la

Figura 31.

120
[ Sacarosa e, £
100 Y@ Fructosa ¢ dde . M
80 A b b c
& 60 {2
2 40
=
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Concentracién de azucar % (p/p)

Figura 31. Capacidad de retencién de agua (WHC) de geles de kefiran 2,0 % p/p) sin azlcar y con
5,9 %, 10,0 %, 17,6 %, 30,0 % y 50,0 % (p/p) de sacarosa y fructosa. Diferentes letras sobre barras de
error indican diferencias significativas (p < 0,05).

La capacidad de retencién de agua de los geles de kefiran fue mayor a medida
que aumento la concentracion de azucar, alcanzando un valor cercano a 100 % para los
geles de kefiran con 50,0 % (p/p) de fructosa (Figura 31). Los geles de kefiran con
sacarosa aumentaron su WHC con el aumento de la concentracién de sacarosa hasta
una concentracion de 30,0 % (p/p) correspondiendo a un valor de 92,5 % que luego
disminuyo a 73,0 % al aumentar la concentracién de este azucar hasta 50,0 % indicando

que cada azucar ejerce un efecto diferente sobre las propiedades del gel.

Se determind el espectro mecanico de los geles obtenidos mediante reometria
oscilatoria de baja amplitud de deformacién. El espectro mecanico de un gel/solucién
proporciona informacién sobre el comportamiento frente a una deformacién sinusoidal
de los geles obtenidos dentro de la regidn de viscoelasticidad lineal. A modo de ejemplo,
en la Figura 32 se muestran los espectros mecanicos de los geles de kefiran, y los geles
de kefiran con 30 % (p/p) de sacarosa y fructosa. El médulo elastico (G') de los geles de
kefiran con y sin azucares, fue mayor que el médulo viscoso (G") a todas las frecuencias
estudiadas, y ambos mddulos fueron practicamente independientes de la frecuencia
indicando un comportamiento de gel (Biliadieris 1992; Peressini et al. 2003; Ross-

Murphy 1995).
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Figura 32. Espectros mecanicos obtenidos a 0,1 Pa y 20 °C, de los geles obtenidos luego del ciclo de
congelacidn-descongelacién de soluciones conteniendo 2,0 % (p/p) de kefiran sin azlcares (A) y con
30,0 % (p/p) de sacarosa (B) o fructosa (C).

Para comparar los parametros viscoeldsticos entre los distintos geles, el médulo
elastico (G'), el mddulo viscoso (G") y la tangente del angulo de desfasaje (tan(6)) fueron
evaluados a la frecuencia de 1 Hz (Figura 33).

La incorporacién de sacarosa en concentraciones de 5,9 % a 30,0 % (p/p) a los
geles de kefiran, aumentd el moddulo eldstico y el mddulo viscoso. Cuando la
concentracién de sacarosa fue 50,0 % (p/p), los valores obtenidos de ambos maddulos
fueron iguales al del gel de kefiran (Figura 33 A).

El agregado de bajas concentraciones de fructosa (59 % y 10,0 % (p/p))
disminuyd el moddulo elastico de los geles, sin embargo, el agregado de mayores
concentraciones de este azucar dio como resultado geles con mayor caracter elastico. El
modulo viscoso G" aumentd con la concentracion de fructosa hasta 30,0 % y luego
disminuyd a un valor comparable a la del gel de kefiran con 5,9 % del mismo azucar
(Figura 33 B).

La Figura 33 C muestra la tangente del angulo de desfasaje (tan(6)) de los geles
de kefiran con distintas concentraciones de los azlcares estudiados. La inclusién de
hasta 30,0 % (p/p) de sacarosa y fructosa produjo geles con mayores valores de tan(d).
Los geles preparados con 50,0 % (p/p) de azlcar presentaron el mismo valor de tan(d)

qgue los geles de kefiran. Aunque ambos azucares tuvieron el mismo efecto cualitativo
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sobre la tan(8), el grado en que fueron afectadas las propiedades viscoeldsticas del gel
dependid del tipo de azucar, ya que los geles de kefiran que contenian fructosa
mostraron mayores valores de tan(8) que los suplementados con sacarosa a la misma
concentracion. Sin embargo, a la concentracién de azluicar mas alta evaluada, se observo
una disminucién en tan(d) en los geles de kefiran con fructosa debido a un incremento
en el médulo eldstico; mientras que la disminucidn observada en tan(8) para los geles de
kefiran con sacarosa se produjo debido a una mayor disminucion en el mddulo viscoso

con respecto a la observada con el mddulo elastico.
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Figura 33. Mddulo elastico (G') y viscoso (G") de geles de kefiran 2 % (p/p) con 5,9 %, 10,0 %, 17,6 %,
30,0 % y 50,0 % (p/p) de sacarosa (A) y fructosa (B), y la tangente del dngulo de desfasaje (tan(8)) a
las mismas concentraciones de ambos azucares (C) (todas las medidas fueron evaluadas a 1 Hz de
frecuencia y a 20 °C). Dentro del mismo grafico, las letras sobre las barras de error indican
diferencias significativas (p < 0,05).

El aumento del médulo elastico con la concentracidon de azlcar podria explicarse
porque los hidratos de carbono de bajo peso molecular podrian interactuar con los

hidrocoloides a través de enlaces de hidrégeno, aumentando la rigidez de las cadenas de
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los polisacaridos. Cadenas mas rigidas podrian producir un mayor modulo elastico (G'),
ya que se necesitarian fuerzas de flexion adicionales para deformar las redes (Maurer
etal. 2012). Ademas, la introduccion de grandes cantidades de monosacdridos o
disacaridos en sistemas acuosos competiria con el polimero por su interaccion con el
agua, con la consiguiente disminucion en la eficacia de las interacciones polimero-
solvente, favoreciendo una auto-asociacion de las cadenas de polimero. Este proceso
resulta en un aumento en el modulo G' con el aumento de la concentracion de sacarosa.
El agregado de 50,0 % de sacarosa a la solucion de kefiran, produjo una disminucién
pronunciada en el médulo G' resultando en geles de kefiran con menor caracter elastico.
Segun los resultados presentados, con el aumento de la concentraciéon de sacarosa, las
interacciones polimero-polimero se hacen mas fuertes, sin embargo, a mayores
concentraciones de sacarosa, se produciria una inhibicién uniéndose a las cadenas del
polimero y bloqueando las interacciones de las cadenas requeridas para formar las
uniones de la red del gel. Este mismo efecto se observd para criogeles de sacarosa-
agarosa (Maurer et al. 2012) y para geles de galactomanano con sacarosa, fructosa y
glucosa (Doyle et al. 2006).

La presencia de fructosa o sacarosa afectd de manera diferente las caracteristicas
de los geles de kefiran indicando que diferentes azlcares, pueden promover la
asociacion de los biopolimeros de manera diferente. Resultados similares fueron
descriptos por Evageliou et al. (2000a, 2000b); quienes trabajaron con geles de pectina
de alto metoxilo y observaron diferencias sustanciales en la fuerza del gel dependiendo
del tipo de azucar utilizado en concentraciones equivalentes de sacarosa, glucosa o
fructosa. La presencia de los azucares produjo un aumento en la fuerza del gel de
pectina, siendo mas débiles los geles obtenidos con fructosa. Del mismo modo, Doyle et
al. (2006) estudiaron el efecto de la inclusion de diferentes azlcares en la textura de los
geles de galactomanano, y encontraron que la fuerza del gel y el médulo de Young
dependian del azucar presente.

La adicion de 0 a 30,0 % de sacarosa en geles de kefiran produjo geles con
modulos elasticos mas altos que los geles adicionados con fructosa a las mismas
concentraciones, y esta diferencia se hizo mas pronunciada cuando la adicién de

sacarosa y fructosa se aproximé al 50,0 %, ya que en presencia de fructosa se reforzo la
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estructura aumentandose el valor de G', mientras que la inclusion de sacarosa interfirio
en la formacion de la red del gel como se evidencid al obtener un mdédulo elastico similar
al del gel de kefiran. Puesto que los grupos hidroxilos primarios pueden formar puentes
de hidrégeno fuertes, la inhibicion de la asociacion intermolecular dependeria del
numero de esos grupos por monosacarido y podria explicar el diferente efecto de cada
azucar estudiado (Doyle et al. 2006).

Las diferencias en las caracteristicas de los geles obtenidos con altas
concentraciones de ambos azucares podria ser el resultado, entre otros parametros, de
las diferencias en la viscosidad de la solucién. Aunque dos azucares pueden compartir
una composicidon quimica idéntica, la orientacion de los grupos hidroxilo puede influir en
la organizacion de las moléculas de agua en la primera capa de solvatacion (Dashnau
et al. 2005). Lazaridou et al. (2008) informaron que la adicién de azucares a soluciones
de B-glucano retardd la crioestructuracion. Geles de R-glucano de alto peso molecular
exhibieron espectros mecanicos de geles fuertes y elasticos que luego cambiaron a geles
débiles con la inclusién de 15 % de sacarosa en la formulacién, o soluciones liquidas con
la inclusién de 15 % de fructosa.

La Figura 34 muestra los modulos eldsticos G' y viscosos G" y la tangente del
angulo de desfasaje tan(6) como funcidon de la temperatura para los geles de kefiran
tanto en ausencia como en presencia de 30,0 % de sacarosa o fructosa, evaluados a
1 Hz. Cuando se evaluaron los parametros reoldgicos de los geles durante el
calentamiento, en los geles con azlcares se observd una modificacion en cuanto a la

temperatura y magnitud de los cambios observados, respecto a los geles sin aztcares.
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Figura 34. Mdédulo elastico G' (M), mddulo viscoso G" (M) y tangente del angulo de desfasaje
tan(6) (O) a 1 Hz y 0,1 Pa como funcién de la temperatura durante el calentamiento de los geles de
kefiran sin aztcar (A), o suplementados con 30,0 % (p/p) de sacarosa (B) o fructosa (C).

En los geles de kefiran (Figura 34 A) se observo que los modulos eldstico y viscoso
(G'y G"), durante el calentamiento decaen suave y progresivamente con el aumento de
la temperatura, pero a una temperatura determinada (umbral), descienden
abruptamente. Cuando la sacarosa (Figura 34 B) o fructosa (Figura 34 C) fueron incluidos
en los geles de kefiran, la caida fue menos pronunciada que la observada en los geles sin
azucares, y la temperatura a la que comenzo el descenso en G' se desplazo a la derecha
indicando que esto ocurria a valores mas altos de temperatura. A fin de una
comparacion, se determind la temperatura a la que el valor de G' se redujo a 1/5 de su
valor a 20 °C para cada gel. Esta temperatura se desplazé de 38 °C para el gel de kefiran
sin azUcar, a 47 °C y 42 °C cuando el gel contenia 30,0 % de sacarosa o fructosa,
respectivamente. Los termogramas correspondientes de los geles de kefiran sin azucar

indican una transicion endotérmica en 39,7 *+ 6,6 °C. La entalpia de este proceso fue de
32,5+ 7,5mlJ/mg. No se observd transicion endotérmica en los termogramas

correspondientes a los geles con azucar.
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De acuerdo a estos resultados, se puede concluir que luego de un ciclo de
congelacion-descongelacion, las soluciones de kefiran con sacarosa o fructosa forman
criogeles. El comportamiento de los geles obtenidos depende del azucar y concentracion
utilizada. Las moléculas de sacarosa y fructosa contribuyen a la retencion de agua y a un
aumento en los maddulos de G' y G" a causa de un mayor numero de moléculas
presentes. Las interacciones entre estos azlUcares con el polisacarido podrian
interferir/favorecer la formaciéon de puentes de hidrégeno entre las moléculas del
polisacarido, modificando asi la viscoelasticidad del gel.

Desde el punto de vista sensorial, los geles que contienen fructosa son mas
dulces que los obtenidos con la misma cantidad de sacarosa. Ademas, los geles de
kefiran con el mismo grado de dulzor como los que contienen 17,6 % de fructosa y
30,0 % (p/p) de sacarosa, presentan diferentes caracteristicas fisicoquimicas, lo que
permite la posibilidad de elegir la formulacién adecuada para elaborar criogeles para un

propdsito comercial en particular.
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Formacion de geles de kefiran y proteinas de suero de leche

La manipulacién inteligente de mezclas de biopolimeros, proteinas vy
polisacaridos, es una via promisoria para la generacion de nuevas estructuras y texturas
en los alimentos asi como para la obtencion de micro y nanoestructuras con diferentes
aplicaciones. Los polisacaridos contribuyen a importantes caracteristicas estructurales
en numerosos sistemas alimentarios (Walter 1998), entre las mas importantes se
encuentra su capacidad gelificante (Morris & Rees, 1978; Morris 1998) y su capacidad
para estabilizar espumas y emulsiones (Carp et al. 2001; Dickinson 1998). Los sistemas
mixtos proteina-polisacarido suelen conceder al alimento propiedades mejoradas
respecto a las que proporcionan ambos componentes en forma individual (Dickinson
1993).

La capacidad de las proteinas de suero de leche para formar geles bajo
condiciones especificas es una propiedad funcional importante para obtener varios
productos alimenticios de textura y caracteristicas sensoriales deseables (Barbut 1993;
Foegeding et al. 2002; Kinsella & Whitehead, 1989; Langton & Hermansson, 1992).

En esta parte del capitulo se estudié la formacién de geles mixtos de kefiran y
proteinas de suero de leche (WPI) con la finalidad de utilizarlos como vehiculo de
microorganismos probidticos. Para ello, se analizaron previamente las caracteristicas del

aislado de proteinas de suero de leche en lo referente a su capacidad de formar geles.

Geles de aislado de proteina de suero: Seleccion de las concentraciones de

proteina capaces de formar geles.

En una primera etapa se analizé el efecto de la concentracion de proteinas en la
obtencidn de geles, y las condiciones de proceso para su obtencion. Se realizaron geles
de aislado de proteina de suero de leche (WPI) a concentraciones de 2,0 % a 10,0 %
(p/p) de WPI en buffer fosfato pH 7. Las soluciones fueron calentadas durante 10
minutos a 90 °C, para permitir la desnaturalizacion de las proteinas de suero de leche
(Figura 35) y luego enfriadas inmediatamente en bafio de agua fria hasta llegar a

temperatura ambiente.

136 Lucia Zavala - 2015



o

( X ® CAPITULO 2 |

Geles de kefiran como vehiculo de microorganismos probidticos.

Proteina % (p/p) Bafio de agua fria hasta

Buffer fosfato pH 7 temperatura ambiente

10'-90°C
Figura 35. Esquema de la obtencion de geles de aislado de proteinas de suero de leche (WPI).

Se evaluaron macroscopicamente los geles obtenidos y se presentan en la

Figura 36. Los geles obtenidos a partir de soluciones 8,0 %; 9,0 % y 10,0 % (p/p) de WPI

resultaron duros y firmes, y se formaron durante el calentamiento, mientras que los

geles obtenidos a partir de soluciones 5,0 %; 6,0 % y 7,0 % (p/p) de WPI resultaron geles

débiles y fragiles. Las concentraciones 2,0 % y 4,0 % (p/p) de WPI no permitieron la

formacidn de un gel verdadero dando soluciones viscosas.

10,0 % (p/p)

41

0% (

5,0 % (p/p) WPI

Figura 36. Geles de aislado de proteina de suero de leche obtenidos a partir de soluciones de
diferente concentracion aislado de proteina de suero (WPI). Los mismos fueron obtenidos mediante
calentamiento a 90 °C durante 10 minutos e inmediatamente enfriados en bafio de agua fria hasta
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La gelificacion implica la formacion de una estructura tridimensional mediante
una agregacion progresiva de macromoléculas o particulas a través de uniones quimicas
o interacciones fisicas bajo determinadas condiciones (Clark 1992; Renard & Lefebvre
1992; Tobitani & Ross-Murphy, 1977; Verheul & Roefs, 1998a). Las propiedades
fisicoquimicas de los geles de proteina de suero de leche quedan definidas
principalmente por las interacciones moleculares que definen la microestructura de los
geles, las cuales dependen de la concentracion de proteina, pH y la fuerza idnica de la
solucion (Barbut 1993; Foegeding et al. 1995; Langton & Hermansson, 1992; Shimada &
Cheftel, 1988; Verheul & Roefs, 1998a, 1998b). Los resultados presentados en este
trabajo permiten concluir que a partir de 8 % (p/p) de WPI se formaron geles duros,
mientras que a concentraciones menores se obtuvieron soluciones y geles fragiles,
indicando que la concentracion de proteina juega un papel clave en la formacién del gel.
Trabajos previos demostraron que geles obtenidos con concentracidon de proteinas de
suero entre 7 % y 20 % (p/p) presentan diferentes caracteristicas de textura, mientras
que a concentraciones superiores a 20% (p/p) es dificil obtener una dispersion
homogénea adecuada para la gelificacion. Por otro lado, a concentraciones mas bajas (<
7 % (p/p)) no se observa la formacion de gel (Huffman 1996; Tang et al. 1995),
coincidiendo con los resultados presentados en este trabajo.

La gelificacion inducida por calor provoca la desnaturalizacion de las proteinas y
la generacion de nuevas interacciones hidrofébicas entre las proteinas desplegadas
(Dissanayake et al. 2013). Ademas, a pH 7, la gelificacién se podria reforzar por el
intercambio entre enlaces disulfuro-sulfhidrilo que se ven favorecidos a pH neutro
(Lupano et al. 1992; Shimada & Cheftel, 1988; Yamul & Lupano, 2003), que pueden ser
iniciados por B-lactoglobulina o a-lactoalbumina, que tienen grupos SH libres (Lupano et

al. 1992, 1996; Shimada & Cheftel, 1988).

Efecto del tratamiento a -20 °C en la formacién de geles de proteina de suero de

leche.

Para evaluar el efecto del proceso de congelacion- descongelacion utilizado para

elaborar los geles de kefiran, en la preparacion de los geles de proteinas de suero, se
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procedid a realizar la preparacion de los geles mediante la combinacién de dos etapas.
Una, correspondiente al proceso de desnaturalizacién y gelificacion de las proteinas, que
consiste en un calentamiento durante 10 minutos a 90 °C y luego enfriamiento en bafio
de agua fria hasta llegar a temperatura ambiente (ETAPA 1). Y otra, en la cual los geles
obtenidos en el paso anterior fueron llevados a -20 °C durante 24 horas y otras 24 horas
a 4 °C, lo que llamamos ETAPA 2. Las concentraciones de WPI utilizadas fueron 3,0; 4,0;
6,0; 7,0y 8,0 % (p/p) a fin de ver el efecto de la Etapa 2 en geles débiles, como en geles
mas duros y consistentes. Los geles obtenidos se presentan en la Figura 37.

Los geles obtenidos en ambas condiciones mostraron diferencias en cuanto a
textura y consistencia. El tratamiento de congelacidon-descongelacion (enfriamiento a
-20 °C durante 24 horas y luego almacenamiento a 4 °C - Etapa 2) utilizado en Ia
elaboracion de los geles, permitié la formaciéon de nuevas interacciones entre los
macrocomponentes ya que se observaron geles duros y firmes a partir de soluciones con
6,0 %; 7,0 %y 8,0 % (p/p) de WPI, a diferencia de los obtenidos solamente con la Etapa 1
donde se obtuvieron geles débiles (Figura 37 A). Los geles obtenidos utilizando ambas
etapas a partir de soluciones con 3,0 % y 4,0% (p/p) de WPI, resultaron ser geles
autoportantes pero menos firmes que los obtenidos a concentraciones mayores
(Figura 37 B). Sin embargo, a estas concentraciones no se formo gel en ausencia de este

tratamiento (Figura 37 A).
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Figura 37. Geles de proteina de suero de leche obtenidos mediante tratamiento a 90 °C durante 10
minutos y enfriados en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente (ETAPA 1) (A), y geles
obtenidos mediante tratamiento térmico (ETAPA 1) combinado con enfriamiento a -20 °C durante 24
horas y luego almacenamiento a 4 °C (ETAPA 1y 2) (B). Se utilizaron soluciones de proteina de suero
en concentraciones de 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 y 8,0 % (p/p).

La gelificacion en frio de soluciones de proteinas desnaturalizadas por calor ha
sido previamente informada para B-lactoglobulina, concentrados de proteinas de suero
de leche, y aislados de suero de leche (Vreeker et al. 1992; Barbut y Foegeding, 1993;
Sato et al. 1995; Elofsson et al. 1997; Ju y Kilara, 19983, b). Al enfriarse una solucién de

proteina de suero de leche precalentada se produce la desnaturalizacién térmica de la
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B-lactoglobulina que incluye la disociacién del dimero, la pérdida de la estabilidad de la
hélice a 65 °C aproximadamente y la formacion de enlaces disulfuro (Holt 2000). La
formacidn de estos enlaces disulfuro en geles obtenidos mediante tratamiento térmico a
90 °C esta bien establecida (Hoffmann & van Mil. 1997). Estas uniones dan fuerza al gel y
mejoran la estabilidad del mismo (Alting et al. 2000).

Debido a que la gelificacion en frio puede ocurrir después de la adicién de dicho
componente a una matriz alimentaria, tiene un potencial considerable en la industria
para la elaboracion de productos congelados con texturas definidas (Bryant &
McClements, 1998).

Se analizé el espectro mecanico de los geles obtenidos a partir de soluciones
3,0% vy 4,0 % (p/p) de WPI y de las soluciones mediante reometria oscilatoria de baja
amplitud de deformacidon. El espectro mecanico proporciona informacion sobre el

comportamiento de las muestras obtenidas dentro de la region de viscoelasticidad

lineal.
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Figura 38: Espectros mecénicos a 0,1 Pa, 20 °C de geles/soluciones de proteina de suero obtenidos a
partir de soluciones de 3,0 % (Ay C) y 4,0 % (p/p) de proteina de suero (B Y D) mediante tratamiento
a 90 °C durante 10 minutos y enfriados en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente
(ETAPA 1) (A y B), y geles obtenidos mediante tratamiento térmico (ETAPA 1) combinado con
enfriamiento a -20 °C durante 24 horas y luego almacenamiento a 4 °C (ETAPA 1y 2) (By C).

En la Figura 38 Ay B se muestran los espectros correspondientes a las soluciones

de proteina de suero de leche 3,0 % y 4,0 % (p/p) obtenidas mediante la Etapa 1. En
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estas condiciones no se obtuvieron geles verdaderos sino que el comportamiento
reoldgico fue el de una solucion. La Figura 38 C y D muestra los resultados obtenidos
cuando a las soluciones de proteina de suero de leche 3,0 % y 4,0 % (p/p) se les realizé
ademas el proceso de congelacién-descongelacion (Etapa 1y 2).

Se analizé la tangente del angulo de desfasaje (tan(d)) a 1 Hz de frecuencia. Los
valores de tan(6) indicaron que solo estamos en presencia de geles cuando se realizaron
ambas etapas para la obtencion del gel ya que se obtuvieron valores de 0,27 y 0,18 de
tan(8) para 3,0 % y 4,0 % (p/p) de WPI, respectivamente, mientras que en ausencia del
proceso de congelacion-descongelacion los valores obtenidos fueron 0,60 y 0,56
respectivamente, indicando ausencia de gel.

En aquellas condiciones donde se obtuvo un comportamiento reoldgico de gel se
evalud el médulo elastico (G') y el mddulo viscoso (G") a 1 Hz de frecuencia (Figura 39).
Se observd que ambos maddulos aumentan con la concentracion de proteina siendo el
valor de G' de 10,47 Pa y 86,51 Pa y el de G" de 2,81 Pa y 15,71 Pa para los geles

preparados con 3,0 %y 4,0 % (p/p) de WPI, respectivamente.
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Figura 39. Mddulo elastico (G') y viscoso (G") de geles obtenidos a partir de soluciones de 3,0 % y
4,0 % (p/p) de proteina de suero mediante tratamiento a 90 °C durante 10 minutos y enfriados en
bafio de agua fria hasta temperatura ambiente combinado con enfriamiento a -20 °C durante 24
horas y luego almacenamiento a 4 °C (ETAPA 1y 2).

Diferentes tipos de interacciones intervienen en la formacion del gel proteico,
tales como interacciones de van der Waals, puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofdbicas, interacciones electrostaticas y enlaces covalentes (por ejemplo, puentes
disulfuro) (Kinsella & Whitehead, 1989; Ziegler & Foegeding, 1990). La gelificacion
inducida por calor de B-Lactogloblulina (B-Lg) ha sido estudiada a diferentes pH (Clark et
al. 2001; Langton & Hermansson, 1992; Relkin 1996; Stading & Hermansson, 1991,
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1992). A pH neutro, la B-Lg tiene una carga negativa muy alta, la cual resulta en
interacciones repulsivas y buena interaccion con el solvente facilitando su
desnaturalizacion. Durante la transicion conformacional de B-Lg en el rango de pH 6 - 9
ocurre un aumento de la actividad del grupo tiol, debido a que el pK de este grupo es ~ 8
(Dunnill & Green, 1966); por lo tanto, las reacciones de intercambio tiol-disulfuro son
mas probables en este rango de pH. A valores de pH mayores a 6, la molécula de B-Lg
nativa se desnaturaliza por calor y luego la molécula desnaturalizada se agrega por
medio de uniones disulfuro. Si la concentracidn es suficientemente alta estos agregados
interaccionan formando la estructura del gel. Es factible pensar que en los geles
obtenidos en este trabajo elaborados a pH 7, exista un importante intercambio entre

grupos tiol-disulfuro que contribuyan a la estructura del gel.

Geles mixtos de proteina de suero de leche y kefiran.

Tal como se dijo anteriormente, las proteinas de suero de leche se utilizan cada
vez mas para la formacién de geles en diversos alimentos, incluyendo productos lacteos
y postres, bebidas, productos de confiteria y productos carnicos (de Wit 1998). Por otra
parte, en presencia de polisacaridos, forman una amplia gama de geles con diferentes
propiedades fisicas (Tolstoguzov 1986). Geles mixtos de proteina de suero de leche y
polisacarido se utilizan para elaborar alimentos tanto naturales como industriales. La
presencia de diversos polisacaridos modifica la microestructura y las propiedades
mecanicas de los geles mixtos.

Se evalud el agregado de 1,0 % (p/p) de kefiran sobre geles obtenidos a partir de
soluciones de 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 y 8,0 % (p/p) de WPI. Al desconocer la interacciéon de las
proteinas de suero de leche con el kefiran, se estudid el agregado del mismo en geles
proteicos débiles (3,0 % y 4,0 %), como en geles proteicos firmes (6,0 %; 7,0 % y 8,0 %)
para indagar el efecto del kefiran sobre los mismos, a fin de obtener geles autoportantes
capaces de funcionar como vehiculo de microorganismos probidticos.

Como la elaboracién de los geles conlleva una etapa de calentamiento, los
microorganismos deben ser adicionados luego de ésta, a fin de conservar su viabilidad,

Es por ello que en esta etapa (Etapa 1) se necesita obtener una solucion que luego de
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someterla al proceso de congelacion-descongelacion (Etapa 2) dara lugar a la formacion
del gel. A modo de ejemplo, en la Figura 40 se muestra el aspecto de las soluciones de
WPI luego del calentamiento a 90 °C durante 10 minutos y enfriados inmediatamente en

bafio de agua fria hasta alcanzar temperatura ambiente (Etapa 1).

Figura 40. Aspecto de las soluciones/geles de proteinas de suero de leche (WPI) y kefiran 1,0 % (p/p)
después del calentamiento en bafio de agua a 90 °C durante 10 minutos e inmedatamente enfriados
en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente (Etapa 1). A - 4,0 % (p/p); B - 6,0 % (p/p);
C-7,0% (p/p) de aislado de proteina de suero de leche.

Cuando las soluciones de kefiran y WPI fueron calentadas durante 10 minutos a
90 °C, y luego enfriadas inmediatamente en bafio de agua fria hasta llegar a temperatura
ambiente (Etapa 1), sélo las muestras correspondientes a una concentracién de WPI
3,0% y 4,0 % (p/p) se mantuvieron liquidas al alcanzar temperatura ambiente, tal como
se observa en la Figura 40 A. Mientras que soluciones con concentraciones mayores a
éstas (6,0 %; 7,0 % y 8,0 %), gelificaron durante el calentamiento a 90 °C y enfriamiento

en bafo de agua fria (Figura 40 By C).

Para continuar con el analisis, se seleccionaron los geles mixtos obtenidos a partir
de soluciones 3,0 % y 4,0 % (p/p) de WPl y 1,0 % (p/p) de kefiran utilizando para su
elaboracion el proceso completo combinando ambas etapas. Estas condiciones de
elaboracion de los geles son compatibles para su uso como vehiculos de
microorganismos. Llamaremos 3WPI-K a los geles mixtos obtenidos a partir de
3,0 % (p/p) de WPl y 1,0 % (p/p) de kefiran, y 4WPI-K a los geles obtenidos a partir de
4,0 % (p/p) de WPl y 1,0 % (p/p) de kefiran, obtenidos mediante ambas etapas. En
concentraciones superiores de WPI en presencia del polisacarido la gelificacion ocurrio
durante la Etapa 1, descartando esta condicidon ya que no era apta para la inclusion de

microorganismos. En la Figura 41 se muestran los geles de kefiran y WPI obtenidos.
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Figura 41. Geles de aislado de proteina de suero al 3,0 % y 4,0 % (p/p) y kefiran 1,0 % (p/p) solos y

mixtos (3WPI-K y 4WPI-K), obtenidos mediante tratamiento a 90 °C durante 10 minutos y enfriados

en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente combinado con enfriamiento a -20 °C durante 24
horas y luego almacenamiento a 4 °C (ETAPA 1y 2).

Analizando el aspecto macroscépico de los geles mixtos se pudo conlcuir que el
kefiran tuvo un efecto positivo reforzando la estructura de los geles de proteina de
suero de leche (WPI) respecto a los geles elaborados en ausencia del polisacarido. El
mismo resultado fue descripto previamente por Spotti et al. (2014) para geles de WPI
donde la adicidon de dextrano produjo un aumento en la rigidez del gel y una mejora del
caracter elastico.

Desde el punto de vista de los consumidores, la firmeza y la cremosidad son las
principales caracteristicas sensoriales mas importantes en quesos untables y postres
lacteos. Estas caracteristicas son muy complejas y no pueden definirse con una sola
propiedad fisica medida. Varias metodologias fisicoquimicas pueden predecir la
formacidn de las estructuras de los geles en soluciones de mas de un componente. En lo
que respecta a las propiedades reoldgicas, dos caracteristicas son importantes, la
viscosidad vy la elasticidad que se reflejan en la calidad organoléptica del producto y su
apariencia. La viscosidad es la propiedad de un material para resistir a la deformacion y
se relaciona directamente con la fluidez, mientras que la elasticidad representa la
propiedad de un material para recuperarse después de una deformacion (Renard et al.

2006).
Para caracterizar los geles mixtos obtenidos con 1,0 % (p/p) de kefirany 3,0 % y

4 % (p/p) de WPI (3WPI-K y 4WPI-K) se utilizé reometria oscilatoria de baja amplitud de

deformacion. Se analizé el espectro mecdanico de los geles (esfuerzo 0,1 Pa) dentro del
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rango de viscoelasticidad lineal. EI mddulo elastico (G') de los geles de kefiran con
proteinas fue mayor que el mddulo viscoso (G") a todas las frecuencias estudiadas y
ambos mddulos fueron practicamente independientes de la frecuencia lo que indica un

comportamiento de gel (Figura 42) (Picout & Ross-Murphy, 2001).
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Figura 42. Espectros mecanicos a 0,1 Pa, 20 °C de los geles obtenidos con 3,0 % (A) y 4,0 % (p/p) (B)
de aislado de proteina de suero y 1,0 % (p/p) de kefiran (3WPI-K y 4WPI-K) luego del calentamiento a
90 °C durante 10 minutos y del proceso de congelacion-descongelacion (Etapas 1y 2).

El mddulo elastico (G'), el mddulo viscoso (G") y la tangente del angulo de

desfasaje tan(8) fueron evaluados a 1 Hz de frecuencia (Figura 43).
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Figura 43. Mdédulo elastico (G') y viscoso (G") (A) y tangente del angulo de desfasaje (tan(6)) (B) de
de los geles obtenidos a partir de soluciones con 3,0 % (A) y 4,0 % (p/p) (B) de aislado de proteina de
sueroy 1,0 % (p/p) de kefiran (3WPI-K y 4WPI-K) mediante tratamiento a 90 °C durante 10 minutos y
enfriados en bafio de agua fria hasta temperatura ambiente combinado con enfriamiento a -20 °C
durante 24 horas y luego almacenamiento a 4 °C (ETAPA 1 y 2). Las letras sobre las barras de error
indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Al incorporar kefiran a las soluciones de WPI, aumentd el mddulo eldstico (G') y
el mdédulo viscoso (G") de los geles obtenidos, y disminuyd la tangente del angulo de
desfasaje tan(6) a ambas concentraciones de proteinas estudiadas. El efecto del kefiran
fue mas pronunciado en los geles preparados con mayor concentracién de proteina
hecho que puede observarse en un mayor incremento porcentual en ambos maddulos.
Estos resultados indicarian que el kefiran influye en la estructura del gel favoreciendo
uniones que refuerzan la estructura.

Comparando los geles mixtos de proteina de suero y kefiran (3WPI-K y 4WPI-K),
se pudo observar que tanto el moddulo elastico como el médulo viscoso fueron
significativamente mayores al aumentar la concentracion de proteina. Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas en los valores de la tan(6) de ambos geles
mixtos.

Fitzsimons et al. (2008) estudiaron el comportamiento de sistemas mixtos de WPI
y goma guar con concentraciones de proteina del 3 % (p/p) y encontraron que el
agregado de bajas concentraciones de goma guar aumentaba el valor del mdédulo
elastico del gel, sin embargo concentraciones mayores provocaban una disminucién de
este valor, lo que fue atribuido a una excesiva agregacion de la proteina, con una
precipitacion incipiente, con lo cual el gel finalmente colapsaba. Estos resultados
difieren de los encontrados en el presente trabajo, indicando que cada sistema

polisacarido-proteina es especifico.

Durante la masticacion el alimento experimenta cambios debido a que se
modifica la temperatura, la humedad y se somete a esfuerzos y deformaciones que son
percibidos antes de tragar (van Vliet 2002). El anadlisis de perfil de textura es una
evaluaciéon que en cierto modo imita el proceso de masticacion (Szczesniak 2002).

Cuando los geles de kefiran fueron evaluados mediante analisis de perfil de
textura se obtuvieron curvas de fuerza-tiempo. A modo de ejemplo, en la Figura 44 se
presentan los perfiles correspondientes a dos de los geles analizados, geles de WPI al

4,0 % (p/p) (AWPI) y geles mixtos de WPI 4,0 % (p/p) y kefiran 1,0 % (p/p) (4WPI-K).
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En los perfiles de textura de los geles, pudieron observarse claramente los picos
correspondientes a cada uno de los ciclos de compresion efectuados y la aparicion del

pico negativo que representa la adhesividad.
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Figura 44. Andlisis de perfil de textura correspondiente a los geles obtenidos a partir de una solucién
de proteina de suero 4 % (p/p) (A) (4WPI) y obtenidos a partir de una solucién de proteina de suero
4 % (p/p) y kefiran 1 % (p/p) (B) (4WPI-K).

A partir de los graficos de perfil de textura se calculé la dureza (Fmsx) de los geles,
la cohesividad (A/A;), la adhesividad (|As]|), y el parametro elasticidad (d,/d;)
(Tabla 10).

Tabla 10. Valores de dureza (F,s,), cohesividad (A,/A,), adhesividad (|As|), y elasticidad (d,/d,) de
los geles proteicos y mixtos obtenidos. Las letras presentan diferencias significativas para cada
parametro

WPI WPI-K
3,0% 40% 3,0% 40%
Dureza (N) 0,140 + 0,007° | 0,211+0,004°° | 0,231+0,050° | 0,574 +0,031°¢
Cohesividad (%) ND 48,42 +9,39° 64,82 +3,86° 74,44 + 3,86
Adhesividad (N.s) 1,54+0,14° 0,37+ 0,08 0,18 +0,08° 0,67 +0,02°¢
Elasticidad (%) d3/d, ND 99,63+11,43° | 102,57+3,20® | 101,03+0,91°

Los geles preparados con 3,0 % (p/p) de WPI resultaron ser débiles y en
consecuencia no pudo determinarse la cohesividad ni la elasticidad en las condiciones
del ensayo. Sin embargo, el agregado de kefiran aumentd la dureza y permitio la

determinacion de estos parametros.
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El agregado de kefiran a los geles elaborados con 4,0 % (p/p) de WPl aument? la
dureza y no se obtuvieron diferencias significativas en los otros parametros.

Al comparar los parametros obtenidos en los geles mixtos, al aumentar la
concentracion de WPI se observd un aumento de la dureza y la adhesividad, no
encontrandose diferencias significativas en los otros parametros. Los geles con WPI

4,0 % (p/p) y kefiran presentaron el mayor valor de dureza de 0,574 + 0,003 N. Este valor

fue similar al valor de dureza encontrado por Salvador & Fiszman (1998) al caracterizar
geles obtenidos a partir de leche acidificada con &-gluconolactona adicionada de
gelatina al 3 %. Estos autores, trabajando con el mismo equipo utilizado en este trabajo
y en similares condiciones de ensayo, encontraron valores de dureza entre 0,57 N y
0,94 N. Yamul & Lupano (2005) estudiaron geles mixtos de proteinas de suero de leche
con harina de trigo y observaron un aumento en la firmeza, elasticidad y adhesividad de
los geles mixtos respecto a los geles de proteina de suero. El agregado de kefiran, al
igual que el agregado de la harina de trigo, produjo un aumento en la firmeza de los
geles. Las modificaciones inducidas por el kefiran en los otros parametros dependieron

de la concentracion de proteina de suero estudiada.

Por altimo, se procedio a la determinacion de la capacidad de retencion de agua
(WHC). Para ello los geles fueron sometidos a una fuerza centrifuga, como se indicé en

Materiales y Métodos y los resultados obtenidos se presentan en la Figura 45.
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Figura 45. Capacidad de retencion de agua (% WHC) de geles mixtos de WPI y kefiran conteniendo
1,0 % (p/p) kefiran y 3,0 % y 4,0 % (p/p) de WPI (3WPI-K y 4WPI-K), elaborados mediante ambas
etapas (24 horas a -20°C y 24 horas a 4 °C). Diferentes letras sobre barras de error indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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Los valores de WHC de los geles obtenidos a ambas concentraciones de WPI no
mostraron diferencias significativas entre ellos, tanto en los geles proteicos, como en los
geles mixtos (p >0,05). Sin embargo, se observd un aumento significativo en la
capacidad de retencidon de agua de los geles mixtos respecto a los geles proteicos,
posiblemente debido a que el kefiran posee una alta capacidad de interactuar con las
moléculas de agua por su naturaleza glucidica. La capacidad de retencion de agua de los
geles mixtos de proteina y kefiran fue menor a la de los geles de kefiran con azucares
analizados previamente, demostrando la importancia de las moléculas glucidicas en este
parametro.

Muchas mezclas de agentes gelificantes son utilizadas en alimentos procesados y
productos alimenticios destinados a la confiteria y productos de panaderia (Tolstoguzov
1995). En la industria alimentaria, se han utilizado geles de gelatina adicionados con
diferentes polisacaridos para el desarrollo de un caviar analdgico (Tolstoguzov 1978,
1979, 1995; Braudo et al. 1986; Tolstogusov et al. 1973). Ademas, geles de alginato de
calcio con almidon y proteinas también fueron descriptos previamente para el uso de
productos en la elaboracién de pasta no tradicional (Tolstoguzov et al. 1975, 1976, 1978;
Tolstoguzov 1979). Otra aplicacion que esta cobrando interés es la utilizacion de
componentes capaces de formar geles como sustitutos de grasa para la produccion de
alimentos con bajo contenido graso (Zasypkin et al. 1997).

Las interacciones entre proteinas y polisacaridos se pueden dividir en dos grupos:
interacciones atractivas o interacciones repulsivas, y pueden estar dadas por diferentes

tipos de fuerzas (Figura 46).
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Figura 46. Representacion esquematica de los cuatro posibles sistemas obtenidos por mezclar
soluciones de una proteina y un polisacarido. Adaptado de de Kruif & Tuinier (2001) y McClements
(2006).

La interaccion de los dos biopolimeros puede ser segregativa (los biopolimeros se
repelen unos a otros y entonces se definen como incompatibles) o asociativa (los
biopolimeros se atraen unos a otros) (de Kruif & Tuinier, 2001; McClements 2006;
Tolstoguzov 1986; Tolstoguzov 2003).

Cuando predominan las fuerzas de repulsidon entre los biopolimeros (por ejemplo
si ambos poseen la misma carga neta), puede obtenerse un sistema de dos fases donde
cada componente se encuentra en fases diferentes (a). En soluciones diluidas la mezcla
es estable debido al efecto predominante de la entropia de mezclado y la proteina y el
polisacdarido son cosolubles: sistema (b).

En condiciones en las que existe atraccion entre las moléculas de los distintos
biopolimeros (los biopolimeros poseen carga neta opuesta) puede producirse la
formacién de complejos no solubles que precipitan, obteniéndose dos fases separadas:
una fase “coacervada” que contiene a los complejos y otra fase diluida, con baja
concentracion de ambos biopolimeros (“coacervacion compleja”: sistema (d)). En ciertos
casos las atracciones electrostaticas pueden llevar a la formacidon de complejos solubles,
obteniéndose un sistema de una sola fase. En este caso estamos en presencia del efecto
de solubilidad por complejamiento: sistema (c) (Tolstoguzov 1986, 1990, 1991;
Tolstoguzov et al. 1985). Teniendo en cuenta los resultados presentados, el kefirany las

proteinas de suero podrian interaccionar mediante la formacién de complejos solubles,
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ya que el kefiran neutro podria interactuar con las proteinas de suero a partir de
interacciones no idnicas o bien que no interaccionen pero permanezcan ambos solubles
(cosolubilidad).

En la Tabla 11 se presenta a modo de resumen el efecto ejercido por el kefiran a
los geles de proteina de suero. El agregado de kefiran a los geles de proteina de suero
aumento la opacidad de los geles, a su vez, se observd una disminucion de la tangente
del angulo de desfasaje (tan(6)) debido a que el aumento del médulo elastico (G') fue
mayor al aumento del médulo viscoso (G"), hecho que indica un aumento del caracter
solido de los geles. Asimismo, la capacidad de retencion de agua (WHC) de los geles
aumentod en presencia del kefiran respecto a los geles proteicos debido a la capacidad
del polisacdarido de interactuar con las moléculas de agua. Se observé también un
aumento en la dureza de los geles mixtos respecto de los geles proteicos, sin observarse
diferencias en la cohesividad y elasticidad con el agregado de kefiran.

Tabla 11. Efecto del agregado de kefiran en el aspecto macroscopico y caracterizacion fisicoquimica
de geles de aislado de proteina de suero de leche.

Efecto kefiran
Opalescencia
G
G"
tan(6)
WHC
Dureza
Cohesividad
Elasticidad

> > > >

Fitzsimons et al. (2008) encontraron que las interacciones segregativas en
sistemas mixtos de WPI y goma guar (una fase Unica) promovieron la agregacion de las
proteinas del suero desnaturalizadas y que la velocidad y la agregacién aumenté con el
aumento de la concentracion de goma guar. Después del calentamiento de sistemas
mixtos de pectina y proteinas del suero también se observaron diferentes distribuciones
de peso molecular y un aumento en el tamafio promedio de los agregados (Beaulieu
et al. 2005).

La incompatibilidad de los polisacaridos con las proteinas (interaccion

segregativa) disminuye en el siguiente orden: polisacaridos con grupos carboxilo >
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polisacaridos neutros > polisacaridos con grupos sulfato; ademas, los polisacaridos
lineales son mas incompatibles con proteinas que los polisacaridos ramificados
(Grinberg & Tolstoguzov, 1997). Capron et al. (1999) investigaron la agregacion térmica
de B—Lg en presencia de k—carragenano (polisacarido con grupos sulfato). La agregacion
térmica de B-Lg a pH 7 sigue un mecanismo de dos etapas: primero la formacion de
agregados globulares pequefios y segundo la asociacion de estos pequefios glébulos en
agregados mas grandes. Aymard et al. (1996), demostraron que el polisacarido acelera la
agregacion (segunda etapa) y al formar los geles mixtos observaron una separacion de
microfases entre los grandes agregados de B-Lg y k-carragenano, lo que aumenta la
concentracion local de la proteina y por lo tanto su cinética de agregacion. Sugirieron
que probablemente otros polisacaridos podrian provocar el mismo efecto.

Los resultados de este trabajo mostraron que la asociacion entre WPI y kefiran en
solucidén acuosa tiene un fuerte impacto sobre las propiedades funcionales. El hecho de
que el aislado proteico gelifique en presencia de kefiran, en concentraciones donde
observamos que la proteina sola no gelificaba, demuestra que existe un efecto sinérgico
en estos sistemas mixtos. Este efecto sinérgico se puede atribuir principalmente al
fenomeno de “voliumenes de exclusion”. El kefiran es un polisacarido neutro y podria
capturar moléculas de agua promoviendo las interacciones proteina-proteina que
aumentarian la dureza del gel (Tabla 10). Sin embargo, no se puede descartar que el
kefiran interaccione con las proteinas y forme parte de la matriz gel (efecto asociativo).

Estos dos efectos pueden resultar en cambios especificos sobre las propiedades
funcionales (Carp et al. 2001; Tolstoguzov 1997b) y en la posibilidad de controlar y
mejorar las propiedades de los geles, pudiendo ser explotado para el disefio de
alimentos con una textura deseada conteniendo kefiran como un ingrediente bioactivo.

De esta manera, el conocimiento y la caracterizacion de las interacciones entre
proteinas y polisacaridos permitirdan la manipulacién de propiedades macroscépicas de
productos alimenticios, controlando las interacciones de un modo deseable, y logrando
asi la optimizacion en el uso de los ingredientes alimentarios.

Teniendo en cuenta los resultados presentados se seleccionaron los geles
obtenidos a partir de kefiran 1,0 % (p/p) y 3,0 % (p/p) de proteina de suero (WPI) como

vehiculo para los microorganismos probidticos, condicion donde después del
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calentamiento y enfriamiento hasta temperatura ambiente se mantienen los
componentes en solucion y después del ciclo de congelacion - descongelacion se forman
geles autoportantes. La Figura 47 muestra el aspecto de los geles obtenidos en dicha

condicion.

Figura 47. Aspecto de los geles obtenidos a partir de suspensiones de 3,0 % (p/p) de aislado de
proteina de suero (WPI) y 1,0 % (p/p) de kefiran, elaborados mediante tratamiento a 90 °C durante
10 minutos, enfriados en bafio de agua hasta temperatura ambiente, congelados a -20 °C durante 24
horas y almacenados a 4 °C (Etapas 1y 2).

Inclusion de microorganismos en geles

En base a los resultados obtenidos en el Capitulo | se seleccionaron L. kefiri CIDCA
83102 y L. paracasei CIDCA 8339 para su inclusion en los geles combinados de kefiran y
WPI. Estos lactobacilos resistieron las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal,
aumentaron significativamente la adhesion a epitelio luego de someterse al estrés acido
y de bilis, y presentaron actividad antagodnica frente a Salmonella Enteritidis.

En funcién de los resultados obtenidos se selecciond como vehiculo de los
microorganismos los geles obtenidos a partir de soluciones de kefiran 1,0 % (p/p) y
proteinas de suero de leche (WPI) 3,0 % (p/p). A los mismos se les adiciond fructosa
12,0 % (p/p) como responsable del dulzor. La concentracidon de fructosa fue estimada a
partir de la concentracion de sacarosa presente en gelatina comercial en base a su poder
edulcorante equivalente.

Los geles combinados de kefiran, WPI y fructosa utilizados como vehiculos de

microorganismos se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Aspecto de los geles autoportantes seleccionados de kefiran 1,0 % (p/p), proteina de
suero de leche (WPI) 3,0 % (p/p) y fructosa 12,0 % (p/p).

Resistencia de L. paracasei 8339 y L. kefiri 83102 al proceso de formacion del gel.

Para la elaboracion de los geles mixtos con microorganismos (condicion Gel) los
mismos fueron adicionados a la solucién de kefiran (1,0 % (p/p)), proteinas de suero de
leche (WPI 3,0 % (p/p)) y fructosa (12,0 % (p/p)) luego del tratamiento térmico a 90 °Cy
enfriamiento a temperatura ambiente (Etapa 1) en una condiciéon donde todavia los
componentes de la matriz se encuentran en solucion para lograr una adecuada
distribucion de los microorganismos. Posteriormente se realizd el ciclo de
congelacion-descongelacion correspondiente a la ultima etapa de formacion del gel
(Etapa 2). Se analizo la supervivencia de los microorganismos al proceso de elaboracién
de los geles.

Se realizaron dos controles:

Control cepa (Controly): donde los microorganismos (108 UFC/g) se
resuspendieron en buffer fosfato pH 7.

Control Solucion (Controls): donde los microorganismos (108 UFC/g) se incluyeron
en una solucion de kefiran 1,0 % (p/p), proteinas de suero de leche (WPI) 3,0 % (p/p) vy
fructosa 12,0 % (p/p).

Las soluciones (Controly y Controls) se mantuvieron durante 48 horas a 4 °C.

En la Figura 49 se muestra el esquema experimental indicando el agregado de los

microorganismos y las etapas en las que se realizaron los recuentos.
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Recuento Recuento Recuento
Antes-TGI Post-TGI Adhesion

Controls
Kefiran 1,0 % TGl Adhesidn
WPI 3,0 % 4 °C — 24 horas
Fmdosa 12’0 % Recuento Recuento Recuento
Antes-TGI Post-TGl Adhesion
Gel
Kefiran 1,0 % Ciclo congelacion-descongelacion
WPI 3,0 % -20 °C - 24 horas Adhesion
Fructosa 12,0 % 4 °C—24 horas
Calentamiento 10’- 90 °C Recuento Recuento Recuento
Enfriamiento hasta T amb. (ETAPA 2) Antes-TGl Post-TGI Adhesion

Figura 49. Esquema del procedimiento experimental realizado indicando el agregado de los
microorganismos y las etapas en las que se realizaron los recuentos.

Estos ensayos se realizaron incorporando en los geles L. paracasei CIDCA 8339 y
L. kefiri CIDCA 83102. Los resultados obtenidos en cada condiciéon se muestran en la

Figura 50.
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Figura 50. Viabilidad (UFC/g) de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A) y Lactobacillus kefiri CIDCA
83102 (B) incorporados en los geles. Control, y Controlg corresponden a los controles de lactobacilos
en buffer fosfato pH 7 y al control de lactobacilos en solucidn de los componentes de la matriz del
gel, respectivamente. Recuento inicial 1.10 UFC/g. Las letras presentan diferencias significativas
entre el gel y los controles. (*) indica diferencias significativas respecto al recuento inicial
correspondiente [1.108 UFC/g).

En la Figura 50 A se muestran los resultados obtenidos cuando se incorporo al gel
L. paracasei CIDCA 8339. Se puede observar que el proceso de congelacion-
descongelacion correspondiente a la formacion del gel afecté significativamente Ia
viabilidad de L. paracasei CIDCA 8339, respecto a los controles que no fueron sometidos
a la congelacidon-descongelacion. Esto podria indicar que la congelaciéon afecta Ila
viabilidad de este microorganismo o bien, parte de los mismos quedarian adheridos a la
matriz del gel dificultando el recuento posterior.

Sin embargo, al analizar los resultados obtenidos al incorporar L. kefiri CIDCA
83102, todos los recuentos fueron significativamente diferentes respecto al recuento
inicial (1.108 UFC/g). Esto indicaria que tanto el almacenamiento a 4 °C durante 48 horas
como el proceso de congelacidn-descongelacion, afectaron la viabilidad de este
lactobacilo, que disminuyd su viabilidad en medio ciclo logaritmico, no encontrandose
diferencias significativas en la viabilidad de los lactobacilos incluidos en los geles con
respecto a los controles (Figura 50 B).

Se han desarrollado posibles vehiculos para microorganismos probioticos con
incorporacion de ingredientes prebiodticos, como un queso crema con incorporacion de
Bifidobacterium animalis Bb-12 y Lactobacillus acidophilus con inulina como agente
prebidtico (Alves et al. 2013), o una mousse de chocolate con L. paracasei LBC 82 e

inulina (Aragon-Alegro et al. 2007). En ambos trabajos describen que los
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microorganismos se mantienen viables en el producto luego de un mes de
almacenamiento.

Boylston et al. (2004) recomiendan el nivel de 10° UFC/g al momento de
consumir un alimento con Lactobacillus acidophilus, bifidobacterias y otros
microorganismos probidticos. En nuestro producto se cumpliria tal condicién ya que el
numero de lactobacilos viables luego del proceso de elaboracién del gel fue de

10’ UFC/g.

Resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro de Lactobacillus

paracasei 8339 y Lactobacillus kefiri 83102 incluidos en los geles mixtos.

Si bien la tolerancia al acido y a la bilis y la capacidad de adhesion de los
microorganismos son esenciales en la evaluacion de un microorganismo probidtico,
generalmente son estudiadas antes de la incorporacion en los alimentos portadores
(Schillinger et al. 2005). Sin embargo, es conocido que Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus presentan una pobre capacidad de
supervivencia cuando se someten a la acidez gastrica in vitro, y se ha demostrado que la
misma es protegida cuando se utiliza yogurth como portador de estos microorganismos
(Lick et al. 2001). En consecuencia, es de importancia evaluar la tolerancia
gastrointestinal de microorganismos probidticos en la matriz del alimento (Schillinger
et al. 2005). Las propiedades funcionales de los probidticos pueden variar debido a
diversos factores asociados con los alimentos portadores, incluyendo los ingredientes
utilizados, el procedimiento de fabricacion, las propiedades fisicoquimicas del producto
y las condiciones de almacenamiento.

Por lo tanto, se evalud la resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal
in vitro de L. paracasei CIDCA 8339 y L. kefiri CIDCA 83102 incluidos en el gel y los
respectivos controles. Los resultados se muestran en la Figura 51 y fueron expresados

como lactobacilos que permanecieron viables cada 10® UFC/g de lactobacilos iniciales.
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Figura 51. Viabilidad (UFC/g) de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A) y Lactobacillus kefiri CIDCA
83102 (B) incorporados en los geles sometidos al pasaje del tracto gastrointestinal. Controlg y
Controls corresponden a los controles de lactobacilos en buffer fosfato pH 7 y al control del
lactobacilo en solucién de los componentes de la matriz del gel, respectivamente. Recuento previo al
tratamiento 1.10° UFC/g. Las letras presentan diferencias significativas entre los microorganismos

Analizando la Figura 51 A, donde se presentan los resultados obtenidos con
L. paracasei CIDCA 8339, se pudo observar que este lactobacilo en buffer fosfato como
en la solucién conteniendo los componentes de la matriz del gel se ve afectado por el
estrés acido y de bilis, disminuyendo el numero de microorganismos viables en dos
ciclos logaritmicos. Sin embargo, se observé proteccion cuando los lactobacilos se
encontraban incluidos en la matriz del gel ya que el nimero de microorganismos viables
disminuyd sdlo un ciclo logaritmico. Esto indicaria que el efecto protector del gel se debe
a la propia estructura del gel mas que a la presencia de los componentes que lo
integran.

Cuando L. kefiri CIDCA 83102 fue sometido a las mismas condiciones, los
lactobacilos incluidos en el gel fueron protegidos del estrés acido y de bilis en
comparacion con la resistencia de los microorganismos en buffer fosfato, sin embargo,
no se observaron diferencias significativas respecto a la resistencia de los
microorganismos en la solucién con los componentes que forman el gel (Controls). Esto
indicaria que los propios componentes de la matriz estarian ejerciendo el efecto

protector.
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Adhesion a células Caco-2/TC-7 de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 y

Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 incluidos en la matriz alimentaria (gel).

Por ultimo, se evalud la adhesion de los lactobacilos incluidos en la matriz del gel
a células de epitelio intestinal Caco-2/TC-7 luego del paso por el tracto gastrointestinal
in vitro. En la Figura 52 se muestra el nimero de microorganismos viables incluidos en la
matriz del gel que fueron capaces de adherirse a las células epiteliales previo al estrés
acido y de bilis. Ademas, se muestra la adhesion de los microorganismos después de la
simulacién por el tracto gastrointestinal en buffer fosfato pH 7 y en la solucién con los
componentes de la matriz del gel. Los resultados fueron expresados como lactobacilos
adheridos cada 10° UFC/g de lactobacilos que resistieron el proceso del tracto

gastrointestinal in vitro.
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Figura 52. Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A) y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 (B) adheridos a
células de epitelio intestinal Caco-2/TC-7 (UFC/g) incorporados en los geles. Controly y Controls
corresponden a los controles de lactobacilos en buffer fosfato pH 7 y al control del lactobacilo en
solucion de los componentes de la matriz del gel, respectivamente. Los valores de adhesién fueron
referidos a un recuento previo de 1.10® UFC/g. Las letras presentan diferencias significativas entre
los microorganismos incluidos en el gel y en los controles.

La Figura 52 A muestra la adhesion de L. paracasei 8339 a células de epitelio
intestinal luego del estrés acido y de bilis. Se observd una mayor capacidad de adhesién
de L. paracasei CIDCA 8339 cuando se encontraba en buffer fosfato pH 7 respecto a los
lactobacilos incluidos en el gel. De todas formas, esta diferencia no superd el orden
logaritmico, adhiriéndose 1,2.10° UFC de lactobacilos a células epiteliales encontrandose
incluidos en el Gel, respecto a 8,5.106 UFC de lactobacilos adheridos a células

encontrandose en la solucién control (Controlp). Esto podria deberse a una pobre
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liberacion del lactobacilo del gel, por lo que seria conveniente profundizar estos estudios
mediante ensayos in vivo. Sin embargo, la presencia de los componentes de la matriz del
gel en estado solucion no afectaron la capacidad de adhesion de L. paracasei CIDCA
8339 ya que no fue significativamente diferente del control en buffer fosfato (Controls:
3,5.106 UFC) (Figura 52 A). La disminuciéon en la capacidad de adhesidon de este
lactobacilo cuando esta incluido en el gel podria deberse a que estos lactobacilos
producen exopolisacdridos que estarian interactuando con la matriz del gel dificultando
su liberacion y posterior contacto con la célula epitelial.

La Figura 52 B muestra la capacidad de L. kefiri CIDCA 83102 incluidos en el gel de
adherirse a células de epitelio intestinal. Para este lactobacilo, no se observaron
diferencias significativas en la capacidad de adhesidn a las células de epitelio intestinal
respecto a los lactobacilos libres, indicando que ni la matriz del gel ni los componentes
en solucidon ejercerian algun tipo de impedimento que dificulte la interacciéon del

lactobacilo con las células, adhiriéndose del orden de 10° UFC/g lactobacilos.

Hasta el momento, se analizo el efecto de la matriz alimentaria elegida sobre los
lactobacilos durante la formacion del gel, la resistencia al pasaje por el tracto
gastrointestinal y la capacidad de adherirse a epitelio, en comparacién con los controles.

Teniendo en cuenta lo que ocurre al ingerir un alimento, es de interés analizar la
sobrevida de los microorganismos desde la ingesta del alimento con los lactobacilos
incorporados en la matriz del gel hasta que los mismos se adhieren a las células de
epitelio. En la Figura 53 se presentan los resultados obtenidos de un alimento a base de
un gel de kefiran, proteinas de suero y fructosa, con una carga microbiana inicial de

1.10® UFC/g.
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Figura 53. Viabilidad y capacidad de adhesion de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 (A) y
Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 (B) (UFC/g) incorporados en los geles. Nimero de microorganismos
viables que resisten el proceso de elaboracion de los geles (1), el pasaje por el tracto gastrointestinal
(2) y se adhieren a células de epitelio in vitro (3). Controlg y Controls corresponden a los controles de
lactobacilos en buffer fosfato pH 7 y al control del lactobacilo en solucion de los componentes de la
matriz del gel, respectivamente. Las letras presentan diferencias significativas entre los
microorganismos incluidos en el gel y en los controles.

Al analizar la capacidad de adhesion a células de epitelio intestinal de
L. paracasei CIDCA 8339 incluidos en el gel respecto a los controles (Figura 53 A) se
observd que luego del proceso de formacion del gel el numero de células viables
disminuyd en un ciclo logaritmico y después de las condiciones de estrés acido y de bilis
el numero de lactobacilos viables resultod igual que en los controles. En esta condicion, la
pérdida de viabilidad en la formacién del gel se vio contrarrestada por la proteccién
otorgada por la matriz del gel frente a las condiciones gastrointestinales. Finalmente
lograron adherirse alrededor de 10* UFC/g de L. paracasei a células de epitelio intestinal
Caco-2/TC-7.

Como la etapa critica de L. paracasei en solucion tanto en buffer fosfato como en
la solucidn con los componentes de la matriz del gel fue el estrés acido y de bilis, es
clave destacar la proteccion otorgada dada por el gel en esta etapa. Estos resultados son
prometedores ya que desde la ingesta del alimento con lactobacilos hasta la llegada al
intestino se observé una pérdida de viabilidad de 2 drdenes logaritmicos, con lo cual,
podrian obtenerse mejores resultados al aumentar el ndmero inicial de lactobacilos
incluidos en el gel, ya conociendo el comportamiento de los mismos en la matriz del
alimento en cada etapa.

Por otro lado, L. kefiri CIDCA 83102 (Figura 53 B) en todas las etapas se vio
beneficiado al estar incluido en la matriz del gel o en solucién con los componentes de la
matriz, tanto en la proteccién frente al estrés acido y de bilis, como en la adhesién al

epitelio intestinal ya que la capacidad de adhesion de los lactobacilos incluidos en el gel

162 Lucia Zavala - 2015



CAPITULO 2
Geles de kefiran como vehiculo de microorganismos probidticos.

luego del estrés acido y de bilis fue significativamente superior al control en buffer
fosfato.

Hasta la fecha son muy pocos los trabajos sobre el efecto de las diferentes
matrices alimentarias portadoras de probidticos en la tolerancia a la digestion y a la
capacidad de adhesion de bacterias probidticas. Bove et al. (2013) estudiaron Ia
supervivencia de Lactobacillus plantarum WCFS1, en un sistema humano oro-gastrico-
intestinal (OGl) in vitro. Utilizaron diferentes matrices como leche reconstituida al 10 %,
caldo SRA, solucion salina (0,85 % CINa), y pasta enriquecida con B-glucano para
comparar las propiedades de proteccion y almacenamiento, observando la mayor
supervivencia en las matrices complejas y ricas en nutrientes. Saxelin et al. (2010)
realizaron estudios in vivo donde evaluaron la recuperaciéon fecal después de la
administracion de capsulas de celulosa, yogurth o queso conteniendo una combinacion
de Lactobacillus rhamnosus GG y LC705, Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii JS, y Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bbl2. Los participantes
consumieron 10%° UFC/dia de la combinacién de probidticos. Al final de la intervencion,
observaron una alta recuperacion de L. rhamnosus GG y LC705 en todos los grupos sin
observar efecto de la matriz utilizada. Sin embargo, P. freudenreichii subsp. shermanii JS
y B. animalis subsp. lactis Bb12, se recuperaron mejor al ser administrados en el
yogurth.

En conclusion, L. paracasei CIDCA 8339 se vio afectado por el proceso de
congelacidon-descongelacion y su inclusion en el gel protegid a esta cepa del estrés acido
y de bilis. No obstante, el numero de lactobacilos que se adhiere a las células epiteliales
respecto a los ingeridos fue menor en comparacion a los lactobacilos libres, indicando
que podria dificultarse la liberacion de este microorganismo del gel. L. kefiri CIDCA
83102 se vio protegido por los componentes de la matriz del gel mas que por la propia
estructura del gel durante el paso por las condiciones gastrointestinales, y el nimero de
microorganismos adheridos a células epiteliales respecto a los ingeridos fue mayor que
cuando se encontraban en buffer fosfato.

Estos resultados, sugieren que el estudio de cada cepa probidtica debe ser
probado adecuadamente en los alimentos portadores, y que la simple extrapolacién de

productos o variedades similares no necesariamente debe ser aceptada.
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GELES DE KEFIRAN CON AZUCARES

Las soluciones de sacarosa-kefiran o fructosa-kefiran fueron capaces de formar

geles después de un ciclo de congelacién-descongelacion.

El agregado de sacarosa o fructosa a las soluciones de kefiran aumentd la
viscosidad aparente y modificd el comportamiento de flujo. Los cambios en las
soluciones se evidenciaron en propiedades fisicoquimicas diferentes en los geles

obtenidos.

Las moléculas de sacarosa y fructosa contribuyeron al aumento de la capacidad

de retencion de agua.

Todos los geles mostraron estructura tridimensional altamente porosa excepto

los que contenian alta concentracion de sacarosa y fructosa.

El agregado de sacarosa y fructosa a los geles de kefiran aumentd el mddulo
viscoso y el médulo eldstico (G' y G"). El aumento del mddulo elastico podria
deberse a que el azucar en sistemas acuosos competiria con el polimero por su
interaccién con el agua, esto favoreceria la auto-asociacion de las cadenas de

kefiran.

La adicién de 0 a 30,0 % (p/p) de sacarosa a geles de kefiran produjo mddulos
eldsticos mas altos que los adicionados con fructosa a las mismas

concentraciones.

A temperaturas superiores a 37 °C se produjo un descenso abrupto del modulo
viscoso y el mdédulo elastico de los geles de kefiran. El agregado de azlcares

desplazé esta temperatura a valores mayores.
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Geles de kefiran con el mismo grado de dulzor, tales como los que contienen
17,6 % (p/p) de fructosa y 30,0 % (p/p) de sacarosa, presentaron diferentes
caracteristicas fisicoquimicas, permitiendo asi la posibilidad de elegir la
formulaciéon adecuada para la produccion de un criogel con las caracteristicas

deseadas.

FORMACION DE GELES DE KEFIRAN Y PROTEINAS DE SUERO DE LECHE

166

La elaboracion de los geles combinados requirid un proceso en dos etapas. Una
etapa de calentamiento durante 10 minutos a 90 °C (ETAPA 1), y otra etapa que

consistié en un ciclo de congelacion-descongelacion a -20 °C y almacenamiento a

4 °C (ETAPA 2).

El ciclo de congelacion-descongelacion reforzo la estructura de los geles

proteicos, en comparacion a los geles sin dicho ciclo.

El agregado de kefiran a soluciones de proteina de suero de leche permitio la
formacion de geles mixtos autoportantes a concentraciones de proteina mas

bajas.

Los geles mixtos obtenidos a partir de proteina de suero de leche 3,0 % y

4,0 % (p/p) y kefiran 1,0 % (p/p) resultaron mas opacos que los geles proteicos.

La capacidad de retencion de agua de los geles mixtos fue mayor a la de los geles
proteicos debido a la capacidad del polisacarido de interactuar con las moléculas

de agua.

La inclusion de kefiran en la formulacién de los geles disminuyé la tangente del
angulo de desfasaje tan(8) debido a que el aumento del médulo elastico (G') fue
mayor al aumento del mddulo viscoso (G"), indicando que el kefiran favorece

uniones que refuerzan la estructura del gel.
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En el analisis de perfil de textura se observé un aumento en la dureza de los geles
mixtos respecto de los geles proteicos, sin observarse diferencias en Ia

cohesividad y elasticidad.

La minima concentracion de proteinas de suero que gelific6 en presencia de
kefiran 1,0 % (p/p) fue 3,0 % (p/p). Por ello fue la combinacién seleccionada

como matriz alimentaria para incluir los microorganismos probiéticos.

INCLUSION DE MICROORGANISMOS EN GELES

El proceso de elaboracién de los geles como matriz alimentaria portadora de
microorganismos afectd la viabilidad de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 en
comparacion con los lactobacilos libres. Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 se vio
afectado por el proceso de congelacion-descongelacion de igual manera que el

almacenamiento a 4 °C durante 48 horas.

El gel de kefiran, proteina de suero y fructosa protegidé a Lactobacillus paracasei
CIDCA 8339 vy Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 frente a las condiciones

gastrointestinales in vitro respecto a los microorganismos libres.

La capacidad de adhesién de Lactobcillus paracasei CIDCA 8339 se vio afectada al
estar incluido en el gel, mientras que no se observé lo mismo para Lactobacillus

kefiri CIDCA 83102.

La resistencia al pasaje gastrointestinal simulado y la capacidad de adhesion a

células epiteliales in vitro dependid de la cepa y la matriz utilizada.

El gel seleccionado resultd ser una matriz adecuada para ser utilizada como
vehiculo de microorganismos probidticos ya que su proceso de elaboracién fue

sencillo y aplicable a gran escala.
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CONCLUSION GENERAL

Atendiendo a la inquietud de desarrollar nuevos alimentos funcionales que
contribuyan de manera natural al buen estado de salud y/o eviten contraer
enfermedades, se planted en el presente trabajo la elaboracién de geles de kefiran
como vehiculo de microorganismos probiodticos aislados de kefir. Este producto no sélo
tendria las propiedades otorgadas por los microorganismos sino también las
propiedades promotoras de salud asociadas al kefiran, otorgandole mayor valor
agregado a los productos en los que se utilice.

El kefiran, polisacarido obtenido mediante una metodologia simple a partir de los
granulos de kefir de leche, tiene la ventaja de ser producido por microorganismos con
status GRAS (generalmente reconocidos como seguros). Tiene efectos promotores de la
salud como propiedades antiinflamatorias, antitumoral, inmunomoduladora e
hipocolesterolémica, hecho que lo hace un ingrediente o aditivo de interés para su uso
en la industria de alimentos. En este trabajo, se demostrd que este polisacarido es capaz
de formar geles en presencia de azucares que se utilizan como endulzantes (sacarosa y
fructosa) mediante un proceso de congelacion-descongelacion, por ello, se los llama
criogeles. Los geles de kefiran y azucares fueron translucidos, presentaron una elevada
capacidad de retencion de agua y habilidad de fundirse a la temperatura de la boca,
caracteristicas que los hacen interesantes para ser aplicados en la industria de
alimentos.

El agregado de kefiran reforzo la estructura de los geles de proteinas de suero de
leche. La incorporacién de este polisacarido ejercié un sinergismo con las proteinas de
suero ya que se obtuvieron geles con buenas propiedades reoldgicas, a muy bajas
concentraciones de proteina, que en ausencia del polisacarido no gelifican. Estos geles
ademas resultaron ser autoportantes.

En virtud de los resultados obtenidos se selecciond una concentracidon de

proteinas de 3,0 % (p/p) y de kefiran de 1,0 % (p/p) para la elaboracién de los geles a fin

Lucia Zavala - 2015 169



CONCLUSION GENERAL

de contener los microorganismos probiéticos y se les adiciond fructosa para contribuir al
dulzor.

Se optimizo el procedimiento de elaboracion de los geles de kefiran y proteinas
de suero. El proceso de elaboracion involucré una etapa de calentamiento durante 10
minutos a 90 °C, correspondiente al proceso de desnaturalizacidon de las proteinas, y
otra, en lo cual los geles obtenidos en el paso anterior fueron llevados a -20 °C durante
24 horas y otras 24 horas a 4 °C, correspondiente al ciclo de congelacion-descongelacion
necesario para la gelificacion del kefiran. Ciertos geles de proteina de suero gelifican en
caliente, en la primer etapa, dependiendo de la concentracidon de proteina utilizada,
imposibilitando la adicion de microorganizmos probidticos. En este caso, fue primordial
optimizar el proceso de elaboracion del gel para permitir la incorporacion de los
microorganismos en la solucion con los componentes que daran lugar a la formacion del
gel, posterior a la etapa de calentamiento, a fin de conservar su viabilidad. Por ello,
luego del calentamiento, las muestras fueron enfriadas en bafio de agua fria hasta
temperatura ambiente para la incorporacion de los microorganismos. De esta manera, al
ser llevados a - 20 °C, la solucidn gelifica atrapando los microorganismos en ella.

A fin de seleccionar los microorganismos a incluir en los geles y dado que en el
CIDCA se contaba con 20 nuevos aislados cuya potencialidad probidtica se desconocia,
se analizaron los mismos en lo referente a su capacidad de resistir el pasaje por el tracto
gastrointestinal, su capacidad de adhesion a epitelio y su capacidad de inhibir in vitro a
Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA 101, dada la relevancia de este patdogeno
como causante de enfermedades de transmisién alimentaria.

Utilizando el modelo de epitelio intestinal Caco-2/TC-7, se demostré que
Lactobacillus paracasei CIDCA 8339, CIDCA 83120, CIDCA 83121, CIDCA 83123, CIDCA
83124 y Lactobacillus kefiri CIDCA 83102 fueron capaces de adherirse a las células de
epitelio intestinal in vitro, y aumentar dicha capacidad luego de ser tratadas con
soluciones que simulan el pasaje por el tracto gastrointestinal. Esto indica que estos
lactobacilos una vez ingeridos son capaces de aumentar su tiempo de residencia en el
intestino. Los lactobacilos presentaron valores de adhesién entre 10° y 10° UFC/ml que
aumentaron luego del tratamiento que simula las condiciones gastrointestinales (estrés
acido y de bilis). El estrés acido y de bilis indujo en L. paracasei CIDCA 8339 la regulacion

positiva de proteinas de la via glicolitica, siendo un efecto general del estrés activar la
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fuente de energia, o de proteinas de superficie que pudieran estar asociadas a la
adhesion a mucus o a células de epitelio intestinal después del tratamiento.

Ademas, la preincubacion de todos los lactobacilos estudiados con células
epiteliales Caco-2/TC-7 redujo el dafio producido por Salmonella entérica serovar
Enteritidis CIDCA 101 sobre las células epiteliales. Por un lado, la preincubacién de cada
lactobacilo con Salmonella, como el efecto barrera otorgado por los lactobacilos sobre
las células, redujo la capacidad del patdgeno de internalizarse en las células epiteliales
Caco-2/TC-7 respecto al control. Por otro lado, se observd un efecto bactericida de
todos los sobrenadantes estudiados, siendo el mismo revertido a pH 4,5. La
preincubacion de Salmonella con estos sobrenadantes parcialmente neutralizados
inhibieron su asociacién e internalizacion a células epiteliales Caco-2/TC-7.

En virtud de los resultados obtenidos se seleccionaron Lactobacillus kefiri CIDCA
83102 y Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 para su inclusion en los geles.

El proceso de elaboracion de los geles afectd la viabilidad de Lactobacillus
paracasei CIDCA 8339 en comparacion con los lactobacilos libres. Lactobacillus kefiri
CIDCA 83102 se vio afectado por el proceso de congelacidon-descongelacion de igual
manera que el almacenamiento a 4 °C durante 48 horas. A su vez, el gel protegié a
ambos lactobacilos frente al estrés acido y de bilis respecto a los microorganismos libres.
La capacidad de adhesion a células epiteliales se vio afectada al estar incluido
Lactobcillus paracasei CIDCA 8339 en el gel, mientras que no se observo lo mismo para
Lactobacillus kefiri CIDCA 83102. Estos resultados resaltan la importancia del estudio de
los microorganismos dentro de las matrices correspondientes, ya que no pueden
predecirse comportamientos a partir de los resultados de los microorganismos en
solucién.

Se pudo concluir que el producto obtenido a base de geles de kefiran 1,0 % (p/p)
y proteinas de suero 3,0 % (p/p) con adiciéon de fructosa 12,0 % (p/p) resultaron
adecuados para la inclusion de Lactobacillus paracasei CIDCA 8339 y Lactobacillus kefiri
CIDCA 83102, con un proceso de elaboracion sencillo, aplicable a gran escala y
manteniendo las condiciones de viabilidad de los lactobacilos durante el proceso de
elaboracién. Asimismo, los microorganismos incluidos en el gel también resistieron el

pasaje por tracto gastrointestinal y son capaces de adherirse al epitelio intestinal.
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CONCLUSION GENERAL

De este modo, los resultados aqui presentados son los primeros donde se evalua
la posibilidad de utilizar los geles de kefiran como vehiculo de microorganismos
probidticos y el estudio de los mismos durante el proceso digestivo, desde su consumo,
hasta su adhesidn a epitelio, dentro de la matriz del alimento.

Estos resultados son prometedores ya que las cepas seleccionadas son de interés
para el desarrollo de nuevos alimentos con probidticos. Sin embargo, se necesitan
estudios in vivo para la aplicacion de estas cepas para la formulacion de los alimentos

funcionales a base de geles de kefiran conteniendo probidticos.
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Medios de cultivos

Caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) (De Man, Rogosa, Sharpe , 1960), Difco,

Detroit, USA.
Peptona universal 10 g/
Extracto de carne 10 g/
Extracto de levadura 5g/l
D(+) glucosa 20 g/
K,HPO, 2 g/l
Tween 80 1g/l
Citrato acido de amonio 2 g/l
Acetato de sodio 5g/l
MgSO,4 0,1g/l
MnSO, 0,05 g/
pH=6,5+0,2

Agar MRS

Caldo MRS adicionado con agar en concentracién 1,5 g/I.

Caldo nutritivo

Extracto de carne 3 g/l
Peptona de carne 5g/l
pH=7%0,2
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Agar Nutritivo (Parafarm, Argentina)

Peptona de carne 5g/l
Extracto de carne 3g/l
Agar - agar 12 g/l
Agua bidestilada c.s.p. 11

Peptona y extracto de carne: BIOKAR, Francia

Triptona

Triptona 1g/l

Buffer Fosfato Salino (PBS)

NaCl 9g/l
Na;HPO, 0,795 g/L
KH2PO4 0,144 g/l
Agua bidestilada c.s.p. 11
pH=7-7,4

Los medios de cultivos y buffers listados anteriormente, fueron preparados con

agua bidestilada. La esterilizacidn se realizé por autoclave a 121 °C durante 15-20 min.

Buffer Fosfato
OHNa (0,1M) 29,1 ml
KH,P0O4(0,1M) 50 ml
Volumen final 100 ml
pH=7% 0,2
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Coloraciones

Tincion de Gram

Cristal violeta 10 g/l en agua destilada

Safranina (solucién madre) 25 g/l en etanol

Safranina (solucion de trabajo) solucion madre diluida 1/10

Lugol 10g12 +20 g Kl en 1 litro de agua destilada
Decolorante etanol-acetona 4:1

Las soluciones se filtran antes de utilizarlas.

Cristal violeta 120
Lugol 30
Lugol 30

Lavar con agua

Decolorante 10

Lavar con agua

Safranina 120

Medios de cultivo para células eucariotas

DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium), (GIBCO, EEUU)

DMEM Completo

DMEM 1 sobre/I

Penicilina/estreptomicina (1000 U, 1000 pg/ml) 13 ml/I

Suero Fetal Bovino (inactivado 30 min a 58 °C) 180 ml/I
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Aminoacidos no esenciales 100X 13 ml/I
Gentamicina (50 mg/ml) 10ml/I
NaHCO; 2 g/l
Agua de irrigacion quirurgica 1l
pH=7,00+0,2

DMEM adhesién (DMEM sin suplementar)

DMEM 1 sobre/|
NaHCO, 2 g/l
Agua de irrigacion quirurgica 1l
pH=7,00+0,2

Los medios para las células eucariotas, se prepararon utilizando agua de
irrigacion quirdrgica (Drogueria Lino, Argentina). Los medios de esterilizaron por
membrana de filtracion estéril de 0,22 um.

Los aminoacidos no esenciales 100X, fueron provistos por GIBCO-Invitrogen

Corporation.

Cultivo de células intestinales y preparacion de placas

Se utilizaron células de la linea Caco-2/TC-7. Las células se mantienen congeladas
en nitrogeno liquido en viales de 1 ml de medio DMEM completo con 5 % de
dimetilsulféoxido (Riedel-de Haén AG, D-3016 Seelze, Alemania) como crioprotector. Para
reactivarlas se descongeld un vial a 37 °C, se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos
para retirar el crioprotector, se resuspendieron las células en 1 ml de medio de cultivo
fresco, y se cultivaron en una botella de 25 cm? (Corning Costar Co., Cambridge, MA,
USA) con 4 ml de medio DMEN completo. El cultivo se mantuvo a 37 °C en estufa con
atmdsfera controlada (5 % CO; — 95 % aire) cambiando el medio cada 2 dias. A los 5-7
dias se obtuvo una monocapa confluente y se repicé a una botella de 75 cm’. En cada

repique la monocapa se observd en un microscopio invertido para verificar la
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uniformidad y continuidad de la monocapa. Los repiques se realizaron de la siguiente
manera: se descartd el medio ya agotado y se lavo la monocapa tres veces con PBS
estéril, luego se colocé 10 ml de solucidn de tripsina (Tripsina 0,75 g/I; EDTA 0,2 g/1) y se
llevd a la estufa a 37 °C durante 5 minutos. Cuando se observaron los primeros indicios
de desprendimiento celular, se levantd la monocapa y se diluyé en 10 ml de DMEM para
inactivar la enzima. Se centrifugd a baja velocidad durante 5 minutos, se descarto el
medio y se reemplazé por medio DMEM fresco. Se tomaron 50 pl de la suspension de
células y se mezclaron con igual volumen de una solucién de azul tripan (al 10 % en PBS).
Se realizo el recuento de células en una camara de Neubauer contando sélo aquellas
células que se veian brillantes (es decir, que estaban viables). Se realizé la dilucidon
apropiada para cada linea celular y se procedid a preparar las placas para los ensayos.
Para las células Caco-2/TC-7 se agregaron 2,5.10° células/fosa.

Para los ensayos, las células fueron sembradas en placas de 24 fosas (Corning
Costar Co., Cambridge, MA, USA). A cada fosa se le agregd 0,5 ml de la suspension de
células correspondiente para cada linea. Las placas con células Caco-2/TC-7 se incubaron
7 dias (células en confluencia) a 37 °C en una estufa de atmodsfera controlada
(5% CO;-95 % aire) cambiando el medio cada 2 dias. Para los ensayos en donde se
realizd una observacion microscopica, las células se crecieron sobre un vidrio de 12 mm
de didmetro colocado dentro de la fosa. Estos vidrios fueron previamente lavados con
agua y detergente no iénico (Extran MAO2 neutro, Merck, Darmstadt, Alemania) y luego
de un enjuague exhaustivo con agua destilada, se colocaron en cajas de Petri y se

esterilizaron en autoclave.
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