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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue microencapsular simbiéticos mediante la

técnica de secado por aspersion y evaluar la actividad antimicrobiana contra
Helicobacter pylori in vitro. Como primera etapa se evalu6 la actividad
antimicrobiana de cuatro cepas de bacterias acido lacticas (Lacticaseibacillus
paracasei UAEH20 (L20), Enterococcus lactis UAEH 17 (L17), Enterococcus lactis
UAEH 19 (L19), Enterococcus lactis UAEH 25 (L25)) con y sin prebidticos (inulina
(INU) y fructooligosacaridos (FOS)) contra H. pylori in vitro. Posteriormente los
mejores tratamientos de actividad antimicrobiana fueron encapsulados usando el
secado por aspersion, se utilizé en el equipo una temperatura de entrada de 100
°C y como material de pared almidon N-lok. Después del proceso de encapsulacion
se determiné la eficiencia de encapsulacion (%EE), la viabilidad de las bacterias
encapsuladas (UFC/g) en condiciones similares de pH y sales biliares, la
morfologia, actividad de agua y humedad (%) y finalmente la actividad
antimicrobiana in vitro contra H. pylori de las microcapsulas. Las mejores mezclas
con actividad antimicrobiana contra H. pylori fueron L17 mas INU; L19 méas FOS
mas INU; L25 mas INU. L20 no presentd actividad antimicrobiana. Las
microcapsulas se caracterizaron, presentaron morfologia irregular con cavidades
resultado del secado por aspersion, con tamafos entre los = 10 a 20 ym, se
obtuvieron eficiencias de encapsulacion de 90.8 a 98.4 %EE, y se evalud la
viabilidad a pH similar al estomago (> 6 Log UFC/g) y concentracion alta de sales
biliares (> 7 Log UFC/qg), la humedad de los polvos se presentd en un rango de 5.1
a 5.8 % y la actividad de agua entre 0.2 a 0.3, para la actividad antimicrobiana
después del secado por aspersion se obtuvieron halos de inhibicién de (12 mm), se
obtuvo que el uso de prebidtico favorecio la actividad antimicrobiana contra H.
pylori, ademas se evalué la viabilidad de las bacterias después de nueve semanas
a 25 + 3 °C, y se obtuvo que la mezcla de probiéticos y prebibticos (simbioticos)
presentaron una supervivencia mayor durante el almacenamiento en comparacion
a los microencapsulados sin el prebiotico, con valores superiores a 8 Log UFC/qg,
concentracion requerida por la OMS para que estos microorganismos puedan tener

un efecto benéfico en el consumidor.



l. INTRODUCCION
Helicobacter pylori es un patégeno que afecta principalmente al sistema

gastrointestinal, causando enfermedades como ulceras gastroduodenales, gastritis
y adenocarcinoma gastrico, la infeccién por H. pylori afecta alrededor del 50% de la
poblacién mundial de los cuales los paises subdesarrollados son los que poseen un
mayor impacto al desarrollar una prevalencia de hasta el 90%. H. pylori es un
patdgeno de gran importancia en la salud, su constante resistencia a los
antimicrobianos hace que su erradicacion no se logre, teniendo como consecuencia
gue la infeccion sea mas grave (Cammarota et al.,, 2012). De acuerdo con lo
complejo de la situacion, al tratar con un patégeno como H. pylori se han
implementado estudios para encontrar un tratamiento que resulte efectivo para la
erradicacion del patdgeno, a partir del aflo 2001 se han realizado experimentos con
el uso de probidticos en terapias como coadyuvante en pacientes infectados por H.
pylori, géneros como Lactobacillus, Saccharomyces boulardii and Bifidobacterium,
han demostrado tener actividad anti - H. pylori in vitro y en modelos animales (Lv et
al., 2015). Los efectos de los probidticos sobre H. pylori pueden deberse a
mecanismos inmunologicos y no inmunolégicos: i) competencia en el sitio del
epitelio de la mucosa del estbmago; ii) produccion de sustancias contra H. pylori,
como acidos organicos; iii) regulacion de la funcion inmunolégica y secrecion de
inmunoglobulina A para mejorar la capacidad defensiva de la mucosa; sin embargo
no se ha reportado un mecanismo definido. No obstante resulta atractivo el
investigar el efecto de la actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas con
potencial probidtico en mezcla con prebiético. Para incrementar la sobrevivencia de
las bacterias acido lacticas, se ha recurrido a la microencapsulacion, la cual es una
técnica que ayuda a proteger los microorganismos de condiciones adversas,
destacando por su versatilidad, facil manejo y econémico el proceso de secado por
aspersion. Por todo lo anterior el objetivo de este trabajo fue microencapsular
simbidticos mediante la técnica de secado por aspersion y evaluar la actividad

antimicrobiana contra Helicobacter pylori in vitro.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Helicobacter pylori
2.1.1. Generalidades

Helicobacter pylori es una bacteria descubierta en 1982 por los cientificos
Robin Warren y Barry Marshall y como resultado el premio nobel, H. pylori es una
bacteria microaerofilo, Gramnegativa, de crecimiento lento y forma helicoidal
(Figura 1) con abundantes flagelos (2 a 6), es considerada una bacteria exigente,

ya que requiere de medios suplementados para su crecimiento (Posse et al., 2006).

Figura 1. Imagen tridimensional de Helicobacter pylori. Fuente: Barry Marshall
(2002)

2.1.2. Incidencia a nivel mundial y nacional

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2021)
anualmente, el cancer géastrico produce mas de un millén de muertes en el mundo
y el 90% de esos tumores son secundarios a la infeccidon por H. pylori, bacteria que
en 1994 fue declarada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
cancerigeno tipo | y que fue ratificada en 2010. Incluso, adicionalmente a la
patologia géstrica, es responsable de casos de anemia por deficiencia de hierro y

vitamina B12, y trombocitopenia inmune.
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Mas de 30 afos después de su descubrimiento, la infeccion por H. pylori
sigue siendo la causa mas frecuente de enfermedades géstricas y duodenales
(Delgado et al.,, 2018). En México la medida de seroprevalencia de H. pylori
reportada por parte de la poblacion general es de un 66%, mientras que a nivel
mundial afecta a un 50% de la poblaciéon (Ladron et al., 2019). Aunque se tiene
registro de tantas personas infectadas el modo exacto de su transmision aun sigue
causando controversia, se tiene que en los paises en desarrollo la poblacion
infectada presenta de entre 50 y 90% (Webb et al., 1994), esto explica la prevalencia
de esta infeccion al estar estrechamente relacionada con las condiciones
socioecondmicas de las personas, reflejando las escasas condiciones de higiene,
la transmision de este patdgeno es probablemente via fecal-oral ya que se ha
detectado en agua contaminada, principalmente se adquiere por la ingestion oral de

la bacteria y puede ser transmitida de persona en persona (Hulten et al., 1996).
2.1.3. Infeccion por Helicobacter pylori

Antes de 1982, se pensaba que la mayor causa de la Ulcera péptica era el
estrés y el estilo de vida; ahora se sabe que H. pylori esta implicado en mas del 90%
de las ulceras duodenales y hasta el 80% de las Ulceras gastricas (Posse et al.,
2006). H. pylori es la causa principal de la gastritis cronica, la Ulcera péptica, el
linfoma MALT géstrico y el adenocarcinoma gastrico (Eidt et al., 1994; Uemura et
al., 2001; Correa, 2003). Un cuadro clinico de infeccion de H. pylori puede llegar
hacer muy variable y esta influido por factores tanto microbianos como del huésped
(Figura 2), el patron y la distribucion de la gastritis se correlaciona con el riesgo de
secuelas clinicas, como lo son, ulceras duodenales o gastricas, atrofia de la

mucosa, carcinoma o linfoma gastricos (Dixon, 2001).

Los pacientes con gastritis mas predominio antral, son las mas comunes y
estdn mas predispuestos a ser ulceras duodenales, mientras que los pacientes
donde existe un predominio de cuerpo y atrofia multifocal tienen méas probabilidad
de contraer ulceras gastricas, atrofia gastrica, metaplasia intestinal y en ultimo caso
carcinoma gastrico (Marshall et al., 1988). El cancer gastrico es la segunda causa

de muerte mas frecuente relacionada con cancer. Existen diferentes pruebas de que
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H. pylori es un causante del aumento del riesgo para contraer cancer gastrico
(Parsonnet et al., 1994; Wotherspoon, 1998). La resistencia del linfoma al
tratamiento de erradicaciéon estd ligada con ciertas anomalias genéticas del
huésped y a menudo es asociado con la progresion de tumores de alto grado (Blum
etal., 1998).

Alto nivel de produccién
de acido

Ulcera duodenal

\ Gastriti§ Qe Linfoma
predominio MALT
: antral
Misees G : Infeccion Pangastritis Infeccién
ucosa Gastrica s - . 2 \_% i i
Normal crénica por H. ————7 no atréfica asintomética
orma pylori de H. pylori
Infeccion \ ~ GRSITRES
- "7 atréfica de
aguda por -
prin predominio ’
i de cuerpo 2 Ulcera
\ Gastrica
Metaplasia ’% 20 . /
Baja nivel de produccién intestinal Displasia Céncer géstrico
de acido
Infancia Edad avanzada

Figura 2. Infeccidon por Helicobacter pylori. Fuente: Suerbaum et al. (2002).

2.1.4. Patogenicidad

Aunque la infeccibn con H. pylori promueve la aparicion de diferentes
enfermedades gastroduodenales, la mayoria de las personas infectadas no

presentan sintomas ni desarrollan esas afecciones y la incidencia de dichas
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enfermedades varia considerablemente entre las diferentes regiones geograficas.
Hoy se sabe que este fendmeno se debe a que la patogénesis promovida por este
microorganismo esta determinada por la compleja interaccion de factores del
hospedero, ambientales y bacterianos. Entre los factores del hospedero se
encuentran la induccidon de una respuesta inflamatoria mucosal persistente, dada
por la activacion e infiltracion de células mononucleares y neutroéfilos, asi como sus
productos, en la mucosa gastrica infectada. Ademas, la estimulacion de la
transcripcion y la sintesis de varias citosinas proinflamatorias (Ej: IL-183, IL-2, IL-6,
IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) y antiinflamatorias (Ej: IL-4 e IL-10)
es también un hecho relevante en la patogénesis de la enfermedad. Factores
ambientales incluye la dieta y la coinfeccidn parasitaria han sido asociados con un
incremento en el riesgo de desarrollar afecciones severas en los pacientes
infectados. Los principales estudios de los factores de patogenia de H. pylori han
centrado su atencion fundamentalmente en aquellos que aparecen y se expresan
diferencialmente en las cepas mas patogénicas. Entre estos, los mas estudiados
han sido: las proteinas CagA y VacA; las diferentes OMPs que contribuyen a la
virulencia; asi como recientemente los genes de las zonas de plasticidad (Gonzalez
& Rodriguez, 2011).

H. pylori esta adaptado al nicho ecoldgico de la mucosa gastrica, teniendo
una gama unica que le permite entrar en el moco estomacal, desplazarse, orientarse
en la mucosa, unirse a células epiteliales, evadir repuestas inmunes y teniendo
como resultado la colonizacion y transmision persistente. En la secuencia del
genoma de H. pylori se ha descubierto alrededor de 32 proteinas de la misma familia
de membrana externa (proteinas de HOP) en donde se incluyen adhesinas propias
de H. pylori, ademas del descubrimiento de diferentes genes que se activan y
desactivan por medio de la mutagénesis. El genoma de H. pylori codifica 1500
proteinas, entre algunas proteinas codificadas por los genes del patégeno se hayan
enzimas que pueden modificar la estructura antigénica de algunas moléculas
superficiales, regula la entrada de ADN extrafio en las bacterias e influyen en la
motilidad. Cuando entra al sistema la bacteria evade las sustancias bactericidas del

contenido liminal gastrico y entra a la mucosa gastrica. Para el primer paso para la
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infeccion de H. pylori la produccion de ureasa es esencial, cuando se produce, esta

comienza a hidrolizar urea lo cual genera CO2 y amoniaco, permitiendo por medio

de la hidrolisis de urea que H. pylori sobreviva a entornos acidos.

En la Figura 3 se indica de forma general los pasos para el desarrollo de la

infeccion provocada por H. pylori: 1. H. pylori penetra la capa mucosa del estbmago

y se adhiere a la superficie de la capa mucosa epitelial gastrica. 2. Produce

amoniaco a partir de la urea, para neutralizar el acido gastrico. 3. Migracion y

proliferacion de H. pylori al foco de infeccidn. 4. Se desarrolla la ulceracion gastrica

con destruccion de la mucosa, inflamacion y muerte de las células mucosas. El

amoniaco es el responsable de la destruccion de la mucosa, permitiendo que el

acido penetre a la pared muscular gastrointestinal (Suerbaum et al., 2002).

XY

Figura 3. Patogenicidad de Helicobacter pylori. Fuente: Suerbaum et al. (2002).
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2.1.5. Tratamientos farmacoldgicos

Entre los diferentes tratamientos para H. pylori existe la terapia triple
estandar, la cual esta constituida por un inhibidor de bomba de protones (IBP) y de
2 de 3 antibiéticos con amoxicilina o claritromicina o metronidazol/tinidazol, la
terapia cuédruple con bismuto (IBP, bismuto, tetraciclina y metronidazol), terapia
secuencial (IBP mas amoxicilina) y la terapia cuadruple sin bismuto constituida por
IBP, claritromicina, amoxicilina y metronidazol. En la actualidad un tratamiento como
el triple estandar no es muy efectivo al momento de erradicar a H. pylori y es debido
principalmente a la resistencia a medicamentos con claritromicina y metronidazol
(Graham, 2010; Trespalacios et al., 2010; Cammarota et al., 2012). Teniendo en
cuenta la gravedad de la enfermedad y las posibles consecuencias a una infeccién
cronica, es muy importante identificar un esquema éptimo para lograr una efectiva
erradicacion (Graham & Shiatoni, 2008). Si las tasas de resistencia superan en un
15% como una primera y segunda linea en el tratamiento se recomienda la
combinacién cuadruples de farmacos con o sin bismuto de 10-14 dias, es evidente
la dificultad de un cumplimiento de 14 dias de tratamiento seguidos, por lo tanto, se
requiere un compromiso completo de paciente para una correcta erradicacion (Chey
et al., 2017; Randel et al., 2018). Sin embargo, una tasa de éxito puede llegar a

variar a nivel mundial y no existe un consenso sobre su eficacia.
2.1.6. Resistencia a antimicrobianos

La erradicacion de H. pylori con antibidticos puede curar la gastritis y
disminuir el riesgo de cancer, no obstante, la bacteria se ha vuelto muy resistente y
dificil de erradicar. La OMS en 2017, que clasific6 a H. pylori como un
microorganismo de prioridad alta que amenaza la salud humana, debido al
incremento de la resistencia a la claritromicina; se continGa la vigilancia de la
resistencia de este microorganismo y se esta realizando investigacion para que sea
considerada su inclusion dentro del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia
a los Antimicrobianos (OPS, 2021). En México se ha estudiado la resistencia que
presenta H. pylori a los antimicrobianos desde hace aproximadamente 20 afios. H.

pylori presentaba anteriormente una resistencia especifica del 12% a la
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claritromicina, mientras que medicamentos como metronidazol presentaba
alrededor del 40% y con estudios posteriores se encontré también una resistencia
del 7% contra amoxicilina. En 2017 en la dltima evaluacién de cepas se registra una
resistencia por arriba del 60% a metronidazol y la resistencia a claritromicina fue

relevante (Bosques-Padilla et al., 2018).

2.1.7 Utilizacion de probidticos en combinacién con antibi6ticos en el

tratamiento de H. pylori

Ensayos clinicos en adultos y nifios colonizados por H. pylori sugieren que los
probioticos no erradican H. pylori pero mantienen niveles mas bajos de este
patégeno en el estbmago; en combinacion con antibiéticos, los probidticos pueden
aumentar la tasa de erradicacion y/o disminuir los efectos adversos (Gotteland et
al., 2006; Lv et al., 2015). La mayoria de los estudios son clinicos y han sido
evaluados en pacientes infectados por la bacteria nifios y adultos. Se han realizado
experimentos con el uso de probidticos en terapias como adyuvante en pacientes
infectados por H. pylori, géneros como Lactobacillus, Saccharomyces boulardii and
Bifidobacterium, los cuales han demostrado tener actividad anti H. pylori (Yoon et
al., 2011; Scaccianoce et al.,, 2008; Ahmad et al.,, 2013). Gong et al. (2015),
mencionaron las probabilidades de erradicacion de H. pylori con la terapia triple
sola, en comparaciéon con la terapia triple con suplementos de probiéticos;
observaron reducciones significativas de los efectos secundarios, como nauseas,
vomitos, distension abdominal, dolor epigéastrico, diarrea, estrefiimiento, distorsion
del gusto y erupcion cutanea con el uso de probiéticos. Las bacterias probioticas
ayudan a la erradicacion de H. pylori, los resultados de estos ensayos difieren
dependiendo de la cepa probidtica, la cepa H. pylori y la susceptibilidad del huésped
gue se estudie. De manera general el uso de los probidticos como agente adyuvante

en las terapias actuales perece ser efectivo (Ruggiero, 2014).
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2.1.7.1 Utilizacién de probidticos solos en el tratamiento de H. pylori

En estudios anteriores sobre los efectos de las bacterias con potencial
probiotico se ha implicado dos tipos de sustancias que ayudan con la inhibicién de
H. pylori las cuales son, acidos grasos de cadena corta (AGCC) y bacteriocinas.
Algunos AGCC tales como acido férmico, acético, propioénico, butirico y lactico son
producidos por los probiéticos en el metabolismo de los carbohidratos y tiene un
papel importante en la disminucion del pH y dieron como resultados que con acido
acético y lactico tuvieron un efecto inhibitorio en diferentes dosis contra H. pylori
siendo el acido lactico el que mostro mas efecto inhibitorio. Algunas sepas como
Lactobacillus y Bifidobacterium se correlacionan con la intensidad de inhibicién de
H. pylori, tal actividad no solo se debe a su produccion de acido lactico, sino que

también a la capacidad de inhibicion de la actividad ureasa. (Gotteland et al., 2006)

Michetti et al. (1999), mencionan una serie de experimentos clinicos que se
realizaron en pacientes adultos infectados por H. pylori, a los cuales se les
administraron cepas como Lactobacillus acidophilus (johnsonii) Lal, sin embargo la
bacteria patégena no fue erradicada, el estudio demostré también que solo ciertas
cepas L. acidophilus muestran una actividad inhibitoria efectiva con H. pylori in vivo
e in vitro. En otro estudio realizado por Cruchet et al. (2003), evaluaron las cepas
Lactobacillus johnsoniiy L. paracasei en concentraciones de >10’ CFU/mL cada dia,
durante 4 semanas contra H. pylori, y encontraron que L. johnsonii puede reducir
el riesgo de trastornos asociados con H. pylori y el alto riesgo de inflamacion
gastrica, sin embargo se requiere mas evaluaciones respecto al comportamiento
entre cepas especificas de L. johnsonii como entre mas bacterias con potencial

probidtico.

2.1.7.2 Mecanismos de accion de probiotico contra H. pylori

Los efectos de los probioticos sobre H. pylori pueden deberse a mecanismos

inmunolégicos y no inmunoldgicos: i) competencia en el sitio del epitelio de la
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mucosa del estdbmago; ii) produccion de sustancias contra H. pylori, como acidos
organicos; iii) regulacion de la funcién inmunolégica y secrecién de inmunoglobulina
A para mejorar la capacidad defensiva de la mucosa (Lv et al., 2015); sin embargo
no se ha reportado el mecanismo exacto contra la bacteria. Algunos estudios in
vitro demostraron que los probidticos son capaces de inhibir H. pylori al producir
diferentes compuestos, como los &cidos grasos de cadena corta (formico, acético,
propionico, butirico, lactico) y bacteriocinas, incluyendo nisina A, pediocina POz,
leucocina Ky reuterina (3-hidroxi propionaldehido) (Gotteland et al., 2006; Hamilton-
miller, 2002).

2.2. Probib6ticos
2.2.1. Definicién

El término "probidticos” proviene de la palabra griega "para la vida" y se usa
para referirse a los organismos vivos que no causan enfermedades y sus efectos
beneficiosos en el huésped. Sefiala que los "probidticos" tienen un efecto
beneficioso sobre la microflora intestinal (Pandey et al., 2015). Un término adoptado
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) define a los probidticos como “microorganismos vivos los cuales
administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto benéfico y saludable
en el huésped” (FAO, 2002). Existen diferentes tipos de microorganismos
probioticos, los géneros mas usados son: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
reuteri, bifidobacterias y ciertas cepas de Lactobacillus casei, grupos Lactobacillus
acidophilus, Bacillus coagulans, Escherichia coli cepa Nissle 1917, ciertos
enterococos, especialmente Enterococcus faecium SF68 y Saccharomyces

boulardii que pertenece a las levaduras (Pandey et al., 2015).

2.2.2. Criterios para actividad probiética
Los criterios de seleccion y controles para los probidticos se considera una gran
prioridad en 2002 la FAO hizo publica una guia para la evaluacion sistematica de
probioticos (Figura 4) la cual contiene los siguientes aspectos (Sanz et al., 2003):
« Identificacién del género, especie y cepa probiotica. Es esencial que se tenga

una correcta identificacion a nivel de género y especie, esto con el fin de
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garantizar que se trata de microorganismos presumiblemente inocuos y de
grado alimentario (GRAS) (Sanz et al., 2003). Una correcta identificacion de
la cepa conlleva a vincularla con un efecto especifico sobre la salud, asi como
también permitir estudios epidemiolégicos y de vigilancia precisos (FAO,
2002).

Pruebas in vitro para seleccionar probiéticos de uso en humanos. Las
pruebas in vitro son Utiles para conocer a las diferentes cepas y mecanismos
de efecto probiotico, actualmente las pruebas disponibles para evaluar su
funcionalidad en el cuerpo humano no son totalmente adecuadas. Por ello se
recomienda pruebas in vitro para que puedan correlacionarse con pruebas in
vivo (FAO, 2002). Estas pruebas incluyen lo siguiente, 1) resistencia a la
acidez gastrica y a las sales biliares, 2) adherencia a la mucosa estomacal,
asi como también a las células epiteliales, esta es una prueba importante, ya
gue con ella se consideran algunas propiedades relevantes que debe cumplir
el probiotico para poder ejercer inmunomoduladores y excluir la adhesion de
patdgenos, 3) habilidad para la reduccion de adhesion de los patégenos y
actividad antimicrobiana, 4) capacidad de hidrolizar sales biliares (Sanz et
al., 2003).

Seguridad de los probioticos. Las cepas de probidticos mas utilizadas
pertenecen mayormente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium su
implementacion segura en diversos alimentos y en suplementos respaldan
Su uso constante, sin embargo, los probiéticos también pueden ser
responsables de efectos secundarios.

Estudios in vitro utilizando animales y humanos. Estos estudios estan
principalmente destinados a demostrar las propiedades de los probiéticos en
relacion con la mejora clinica, sintoma, bienestar y calidad de vida, asi como
también a la reduccién de riesgo de enfermedades y a la recuperacion de
alguna enfermedad (Sanz et al., 2003)

Etiqguetado. Se ha recomendado la incorporacion de in sistema de etiquetado
para los siguientes aspectos; 1) genero, especie, y nombre le la cepa esto

con el fin de evitar confusiones sobre su utilidad, 2) minimo numero de
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vialidad de la cepa probidtica al final de la vida util, 3) ingestion recomendable
para la dosis, 4) efectos beneficiosos que aportan a la salud, 5) condiciones
de almacenamiento, 6) contacto con centros de informacion al consumidor
(Sanz et al., 2003).

2.1.1. Desventajas de las bacterias probioticas

A pesar de ser beneficiosos para la salud los probioticos también tienen
ciertas desventajas que pueden afectar a su viabilidad, tales como la presencia de
oxigeno, altas temperaturas, antimicrobianos y la microbiota presente entre otras,
dentro del huésped, el ambiente del tracto gastrointestinal se muestra agresivo
debido a la presencia de pH bajos, sales biliares y algunas enzimas. Para que los
probidticos tengan un efecto beneficioso, la concentracién recomendada de células
viables es generalmente >108-108 UFC/g o 108-10'° UFC/dia en el producto en el
tiempo de consumo (Champagne et al., 2011). Sin embargo, la supervivencia de
estas bacterias durante el procesamiento, almacenamiento y al paso por el tracto
gastrointestinal es aun cuestionable, debido a que son susceptibles a distintos
factores adversos como la concentracion de oxigeno, pH &cido, y alta concentracion

de sales biliares (Castro-Rosas et al., 2021).
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Identificacion de cepas por métodos fenotipicas y

-Deposito de la cepa en la coleccién de cultivo internacional

genotipicos (Genero, especie, cepa)

Caracterizacion funcional

Evaluacion de la seguridad

-In vitro y/o animal

-Pruebas in vitro € i
-Estudio en humanos de
-Estudios con animales fase 1
Ensayo en humanos de fase 2, doble ciego, Preferiblemente
aleatorizado, controlado con placebo (DBPC) u segundo estudio
otro disefio apropiado con tamafio de muestra y  — estudio DBPC

resultado primario apropiado para determinar si la independiente para
cepa/el producto es eficaz confirmar resultados

El ensayo de eficacia de
fase 3 es apropiado para
comparar los probiédticos con
el tratamiento estandar de
una condicion especifica

Alimentos probioticos

Etiquetado
-Contenido, genero, especie, designacion de cepa
-Numeros minimos de bacterias vialaes al final de
la vida util
-Condiciones adecuadas de almacenamiento
-Datos de contacto corporativos para informacion
para el consumidor

Figura 4. Directrices para evaluacion de probidticos para su uso en
alimentos. Fuente: FAO, (2002)
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2.2. Prebi6ticos

2.2.1. Definicion y fuentes de extraccion

Los prebidticos son definidos como ingredientes alimentarios no digeribles
(oligosacéaridos) que ingresan al colon y sirven como sustrato para los
microorganismos, produciendo energia, metabolitos y micronutrientes utilizados por
el huésped, y estimulando el crecimiento y la selectividad de varias especies
beneficiosas (principalmente Bifidobacterias y Lactobacilos) para la microbiota
intestinal. Los primeros estudios sobre los prebiéticos remonta al afio de 1980,
donde cientificos japoneses utilizando técnicas in vitro y muestra de heces
humanas, mostraron que algunos oligosacaridos, principalmente
fructooligosacéridos (FOS), eran fermentados por bifidobacterias y que ademas de
ser fermentativas ayudaban al crecimiento de la bacteria (Gibson et al., 1995).
Cientificos como Gibson y Roberfroid. (1995), propusieron una primera definicién
para prebidticos la cual define que “es un ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al hospedador al estimular selectivamente el crecimiento
y/o actividad de uno o un limitado nimero de especies bacterianas en el colon, y
que por lo tanto mejora la salud”. Organizaciones como Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) también definieron su concepto la cual indica
gue los prebidticos son ‘ingredientes alimentarios que al ser fermentados
selectivamente producen cambios especificos en la composicién y/o actividad de la
microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del individuo” (Corzo
et al., 2015).

2.2.2. Caracteristicas generales

Para poder considerarse prebidtico a un ingrediente o alimento se debe
considerar lo siguiente: no ser hidrolizado o absorbido en el tracto gastrointestinal y
por lo tanto ser resistente a la acidez gastrica, a hidrélisis por enzimas digestivas y
no ser absorbido por el intestino delgado, poder ser fermentado selectivamente por
bacterias beneficiosas pertenecientes a la microbiota intestinal y ser capaz de

inducir efectos beneficiosos a la salud del huésped (Gibson & Roberfroid, 1995).
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Los carbohidratos no digeribles pueden clasificarse en dos tipos, colénicos (fibra
alimentaria) y prebioticos. Los colonicos son carbohidratos que llegan al colon, sirve
de energia para microorganismos que viven ahi y les otorga energia, sustratos
metabdlicos, y macronutrientes, mientras que los prebidticos realizan las mismas
funciones que los coldénicos, pero ademas estimula el crecimiento selectivo de
determinadas especies beneficiosas de la microbiota intestinal, aunque ya se estén
comercializando carbohidratos como prebiéticos, solamente algunos con evidencia
cientifica de sus propiedades en humanos los cuales son inulina,
Fructooligosacéaridos (FOS), Galactooligosacaridos  (GOS), lactulosa y los
oligosacéridos de leche humana (Gibson et al., 2010; Rastall, 2010; Lamsal, 2012).
Entre los beneficios a la salud del consumo de prebidticos se encuentran los
producidos en el colon como la estimulacion del crecimiento de bacterias
fermentativas con efectos positivos, generan acidos grasos de cadena corta (que
produce un deceso en el pH, controla el crecimiento de ciertas bacterias que pueden
llegar a ser perjudiciales. Ademas, también actian sobre determinadas funciones
reduciendo el tiempo del transito intestinal, producir un aumento del bolo fecal y del
namero de deposiciones, esto es debido a la absorcién eficaz de acidos grasos de
cadena corta que son utilizados posterior mente por las células epiteliales del colon

estimulando mejor la secrecion de agua y sales (Steed et al., 2009).

2.3. Simbiéticos

2.3.1. Definicién

Los simbidticos se definen como "mezclas de probibticos y prebidticos
disefiados para aumentar la supervivencia de bacterias beneficiosas con el fin de
alterar la microbiota intestinal y su metabolismo" y el término debe reservarse
exclusivamente para los productos que poseen verificacion cientifica de la simbiosis,
es decir en los cuales los prebiéticos favorecen selectivamente a los probioticos
adicionados en éste simbidtico en particular (Olagnero et al., 2007). Las estrategias
gue pueden alentarse en el futuro incluyen la combinacién de probidticos y
prebidticos como simbidticos, que pueden ser definidos como: una mezcla de

probioticos y prebidticos, benéficas para el huésped al aumentar la persistencia y el
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anidamiento de suplementos microbianos activos en el tracto gastrointestinal y al
estimular selectivamente el crecimiento de una o varias bacterias saludables Entre
los beneficios de los simbidticos se pueden encontrar, aumento de los niveles de
Lactobacillus y Bifidobacterias, equilibrio de la microbiota intestinal, mejora de las
funciones hepaticas en pacientes con cirrosis, mejora de inmunomoduladores,
prevencion de translocacion bacteriana, reduccién de infecciones nosocomiales
(Zhang et al., 2010)

2.4. Microencapsulacion
2.4.1. Definicion

La microencapsulacion es una técnica sumamente utilizada en varias ramas
de la quimica, biologia y microbiologia. Este método fundamentalmente permite
crear pequefias particulas ya sean gotas de liquido o gases que se envuelven en
un material de cobertura y esto a su vez nos da lugar a microcapsulas o a
microparticulas, generalmente la microencapsulaciéon es utilizada para poder
incorporar ingredientes alimentarios, células, enzimas o probidéticos. Los contenidos
pueden ser liberados de manera controlada en distintas condiciones (Pérez et al.,
2013). Algunas de las principales razones por la cual se procede a microencapsular
microorganismos probidticos son para facilitar y mejorar el transporte durante los
procesos de produccién de los alimentos fortificados, para poder garantizar y
proteger su resistencia y viabilidad durante el almacenamiento de estos, también
poder controlar su potencial en el momento y lugar adecuados después de ingerir

el alimento (Arujo et al., 2015).

2.4.2. Estructuras de las microcapsulas
Son pequefias particulas con un agente activo rodeados por una cobertura,
son constituidas por una pequefia membrana fuerte, delgada, esférica y
semipermeable que lo envuelve desde unas pocas micras hasta varios milimetros.
Para poder definir el tamafio y la forma se debe de llevar de manera especifica de
cada método o técnica a utilizar. Hay varios tipos de estructuras que pueden ser

clasificadas como sistema capsular, y a su vez una gran cantidad de polisacaridos
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(Tabla 1). En esta estructura el material activo esta reservado, su naturaleza puede
ser liquida o sélida y esta cubierta por una fina capa y por ultimo se tiene el sistema
matricial, en este sistema el material activo esta disperso en la matriz polimérica.
Para la superficie, esta puede ser lisa o irregular, con o sin presencia de los poros

gue son capaces de hacer que la microcdpsula se vea afectada (Perez et al., 2013).

Tabla 1. Polimeros utilizados para la encapsulacion de probidticos.

Origen Polisacaridos
Algas Marinas k-carragenina, alginato
Plantas Goma arabiga, almidon y sus derivados
Bacterias Xantana, gelano
Animales Quitosano

Proteinas de origen animal  Gelatina, proteina se suero de leche.
Fuente: Pérez-Lenard et al. (2013).

2.4.3. Secado por aspersion

La técnica de secado por aspersion (Figura 5) consiste en atomizar una
suspension o emulsidbn que contenga los principios activos a encapsular es
importante mencionar que el material que se vaya a ocupar debe ser polimérico
(Tabla 1). Este debe estar dentro de la camara y con una constante entrada de gas
caliente (aire) ya que este promueve la evaporacion del agua logrando que los
principios activos queden adheridos al material encapsulante y esto a su vez dar
origen a la formacion de microparticulas. La velocidad de secado es relativamente
rapida y a su vez el dafio térmico de los principios activos es relativamente bajo, sin
embargo, es importante tomar en cuenta las variables como el flujo de aire, el flujo

de alimentacién y la temperatura de entrada al secador (Arujo et al., 2015).
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Extracto Atomizador
rotatorio

Entrada de
aire caliente

Ventilador

Aire de

salida

Resistencia

Ciclén

Ventilador
Tanque trasiego Cdmara de
con bomba secado por
aspersion polvo

Figura 5. Esquema del equipo de secado por aspersion. Fuente: Palomares et al.
(2016)

2.4.4. Microencapsulacion de simbiéticos

Al ser agregados prebiéticos a microcdpsulas con probiéticos da un resultado
beneficioso, ya que da una capsula funcional, ademas de contribuir a la proteccién
de los probidticos frente al estrés inducido por la técnica de secado por aspersion
(Raddatz et al., 2020). Ademas de los factores que se debe tomar en cuenta de la
técnica es importante apreciar la importancia de la estabilidad en condiciones
gastricas (Wunwisa-Krasaekoopt et al., 2003). Gutiérrez-Zamorano et al, (2019)
evaluaron el efecto de Lactobacillus fermentum encapsulado con el prebidtico
carragenina contra H. pylori simulando condiciones gastricas, ellos encontraron que
cuando el probidtico era encapsulado con la carragenina mostraba un incremento
entre probidtico y prebiotico teniendo mejor efecto contra H. pylori y mostrando una
mejor supervivencia en las condiciones gastricas de la bacteria acido lactica
(Gutiérrez-Zamorano et al.,, 2019). Existen pocas investigaciones sobre la

encapsulacion de simbiéticos y el efecto sobre microorganismos patégenos
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[l JUSTIFICACION

La infeccion dada por Helicobacter pylori es una infeccion sobresaliente en gran
parte del mundo, siendo el causante principal de gastritis, Ulcera duodenal y cancer
gastrico. En México la medida de seroprevalencia de H. pylori reportada por parte
de la poblacién general es de un 66%, mientras que a nivel mundial afecta a un 50%
de la poblacion. A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes tratamientos
para erradicar H. pylori, usando tratamientos de primera linea con antibioticos. Sin
embargo aun con un tratamiento de este tipo, la supervivencia de H. pylori es un
problema grave, ademas de seguir usando de manera excesiva los antibiéticos en
la poblacion humana ha llevado a un aumento en la resistencia contra algunos
antibidticos. Por lo que en la investigacion cientifica, se proponen alternativas para
coadyuvar en el tratamiento contra esta bacteria, entre ellas el uso de probidticos,
los cuales son definidos por la OMS/FAO. (2002), como microorganismos Vvivos que
cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un efecto

beneficioso en la salud de huésped.

Recientemente la encapsulacion de probiodticos ha sido de interés para la
proteccion e incremento de la viabilidad de estos microorganismos en la tecnologia
alimentaria, hoy en dia el término simbi6tico es utilizado para la mezcla de
probioticos mas prebidticos estos ultimos componentes quimicos que favorecen el
desarrollo y metabolismo de los primeros. Existen pocos estudios donde se ha
evaluado el efecto de los probioticos contra Helicobacter pylori, por lo anterior el
objetivo de este trabajo es evaluar el potencial probiético de bacterias acido lacticas

encapsuladas contra H. pylori in vitro.
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V. HIPOTESIS

Microencapsulados obtenidos mediante secado por aspersion con

simbiodticos, presentaran actividad antimicrobiana contra Helicobacter pylori in vitro.

28



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Microencapsular simbioticos mediante la técnica de secado por aspersion y

evaluar la actividad antimicrobiana contra Helicobacter pylori in vitro.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antimicrobiana de simbioticos contra Helicobacter pylori
in vitro.

Microencapsular simbidticos usando la técnica de secado por aspersion.

3. Determinar la eficiencia de encapsulacion (EE%), morfologia, tamafio,
resistencia a pH similar al del estbmago y a sales biliares, actividad de agua,
humedad y actividad antimicrobiana en microencapsulados con simbidticos.

4. Evaluar la viabilidad de las bacterias acido lacticas encapsuladas después

de nueve semanas en almacenamiento a 25 °C.
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VI.  METODOLOGIA

Activacion de la Activacion de las
bacteria patégena bacterias acido lacticas

| |

Helicobacter pylori Lactobacillus paracasei (UAEH 20)
Enterococcus lactis (UAEH 17, 19, 25)

Actividad |
antimicrobiana ‘

|

Microencapsulacién de
bacterias acido lacticas

Secado por aspersion
Microencapsulacion

Caracterizacion

Eficiencia de ‘

encapsulacion

Actividad antimicrobiana
D después de la
encapsulaciéon

Actividad de agua y
Humedad

Resistencia a pH
bajos y a sales biliares

Estabilidad de las
microcapsulas

Figura 6. Diagrama general de la metodologia experimental.



6.1 Material biolégico

La cepa Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 (L20) que se utilizd en este
trabajo se aislo de queso tenate del estado de Hidalgo, México (Falfan-Cortés et al.,
2022) y tres cepas del género Enterococcus lactis UAEH 17, UAEH 19 y UAEH 25
aislados e identificados previamente de diversos quesos del mismo estado (Tabla
2). Como prebidticos se utilizaron inulina de achicoria (Sigma-Aldrich, Toluca,

México) y Fructooligosacaridos de achicoria (FOS) (Sigma-Aldrich, Toluca, México).

Tabla 2. Bacterias &cido lacticas (BAL) con potencial probiético, utilizadas en la

investigacion.

Microorganismo (BAL) Abreviatura utilizada
Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 L20
Enterococcus lactis UAEH 17 L17
Enterococcus lactis UAEH 19 L19
Enterococcus lactis UAEH 25 L25

6.2 Activacion de las BAL y Helicobacter pylori

Se midieron con una micropipeta 200 pL de las cepas de L17, L19, L20 y
L25, (congeladas con glicerol) y se transfirieron a tubos de 3 mL con caldo MRS y
se incubaron por 24 h a 37 °C. Se midieron 200 pL la cepa de H. pylori (congeladas
con glicerol) y se transfirieron a tubos de 3 mL de caldo BHI con 5% de suero fetal
bovino (SFB) y se incubaron en condiciones anaerobias utilizando paquetes de gas
Container Systems (BD GasPak® EZ), en un sistema de GasPak® System durante
24 ha 37 °C.
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6.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de BAL sin prebidticos contra

Helicobacter pylori in vitro

La actividad antimicrobiana de las diferentes cepas L17, L19, L20 y L25
contra H. pylori se realiz6 usando la técnica de difusién en pozo, como lo describe
Sgouras et al.,, (2004), con modificaciones. Se utilizé un cultivo de 24 h de
incubacion de H. pylori (108 UFC/mL) se sembré por vertido en placa en agar BHI
(BD Bioxon, México), sobre el agar se realizaron pozos de 6 mm de didmetro. En
diferentes pozos se colocaron alicuotas de 50 pL de cultivo de las cepas L17, L19,
L20 y L25 sin prebidtico respectivamente, obtenidas tras 24 h de incubacién en
caldo MRS. Las placas se incubaron 24 h en condiciones anaerobias utilizando
paqguetes de gas Container Systems (BD GasPak® EZ), en un sistema de GasPak®
System durante 24 h a 37 °C (Figura 7), posteriormente se midieron los diAmetros
de las zonas de inhibicién (milimetros) alrededor de los pozos. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado.

Figura 7. Sistema de cajas Gaspack
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6.3.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de BAL adicionadas con
prebidticos contra Helicobacter pylori in vitro

Se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita en el apartado 6.3,
sin embargo, las cepas de las BAL L17, L19, y L25 fueron suplementadas durante

su crecimiento/incubacion en MRS con el prebiético de acuerdo con la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentajes de adicion de prebidtico para el crecimiento de BAL en medio
de cultivo MRS.

Mezclas Porcentaje (%) de prebidtico
L17 + Inulina 0.6
L19 + FOS + Inulina 0.3y0.3
L25 + Inulina 0.6

6.4 Microencapsulacién de BAL

6.4.1 Proceso de secado por aspersion

Los cultivos de Enterococcus lactis (L17, L19, y L25) se obtuvieron después
de la activacion mediante doble transferencia sucesiva en caldo MRS a 37°C
durante 24 h. Los cultivos obtenidos se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 min,
para eliminar los residuos y obtener el paquete celular. El paquete celular fue
suspendido en 10 mL de agua estéril y se mezcld con una suspension de almidén
(30% p/v) modificado - N-lok (marca Ingredion, México). Para la suspension del
almidon se pesaron 30 g (base seca) de almiddn y se colocaron en 90 mL de agua
estéril, la mezcla se homogenizO a 6500 rpm durante 5 minutos en un
homogenizador (Ultra Turrax T- Homogenizer 25-Sl, IKA Works, Wilmington, NC,
USA). Se adiciond el prebidtico en la concentracion mencionada en la Tabla 4.
Finalmente, una mezcla compuesta por: almidén (material pared) + paquete celular
(BAL) + (prebi6tico) se homogeneizo a 3500 rpm durante 5 s 'y se llevo al secador
BUCHI Mini Spray Dryer B — 191.
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Tabla 4. Mezclas de bacterias &cido lacticas con y sin prebidticos para su

encapsulacién mediante secado por aspersion.

Mezclas

L17 sin prebidtico

L17 + 0.6% inulina

L19 sin prebidtico

L19 + 0.6% inulina (0.3) + FOS (0.3)
L25 sin prebidtico

L25 + 0.6% inulina

El proceso de microencapsulacion se realizé de acuerdo con lo descrito por
Hernandez et al, (2018). La microencapsulacion de las BAL se realizd en un
secador por aspersion BUCHI Mini Spray Dryer B — 191 a escala laboratorio, se
utilizé una temperatura de entrada de 100°C en un equipo BUCHI Mini Spray Dryer
B — 191 (Figura 8) equipado con una boquilla con un diametro de 0.5 mm. La
solucién de alimentacion se mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura
ambiente, y se introdujo en la camara de aspersion a través de una bomba
peristaltica, con una tasa de flujo de alimentacién de 4 mL/min. El flujo de aire se
mantuvo a 600 mL/h, después del secado por aspersion las microcapsulas secas

se colectaron en frascos de vidrio y se almacenaron para los posteriores analisis.
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Figura 8. Equipo de secado por aspersion BUCHI Mini Spray Dryer B — 191.

6.5 Caracterizacion de las microcapsulas después del secado por aspersion

6.5.1 Eficiencia de encapsulacion (%)

Para la eficiencia de encapsulaciéon se uso la metodologia propuesta por
Alfaro-Galarza et al., (2020). El recuento bacteriano de las BAL después del secado
por aspersion se realizé por triplicado por el método de vaciado en placa. Se peso6
1 g de microcapsulas y se colocaron en 9.0 mL de diluyente de citrato de sodio al
2% (dilucion 1), con la ayuda de un vortex, estas se solubilizaron. Se realizaron
diluciones seriadas (10° a 10 y se colocaron en cajas Petri con agar MRS (método
de vaciado en placa). Las cajas fueron incubadas en posicion invertida a 37 °C
durante 48 h y se realiz6 el recuento de colonias, este procedimiento se realizé el
mismo dia en que fueron obtenidas las microcapsulas (No). El porcentaje de
viabilidad de las bacterias encapsuladas fue calculado empleando la siguiente

ecuacion (Alfaro-Galarza et al., 2020):
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% de viabilidad = N/No x 100
Donde:

N= Numero de bacterias viables en las capsulas después del secado por

aspersion. No= Numero de bacterias viables antes del secado.

6.5.2 Determinacién de humedad (%) y actividad de agua (aw) de los

encapsulados

Para la determinacion de humedad de las microcapsulas se peso6 1 g de las
capsulas obtenidas y se colocaron en una termobalanza (OHAUS, Switzerland).
Para la actividad de agua (aw) se utilizd el equipo Aqua LAB V. 2.2 (Mod. 3TE,
Decagon Devices, Inc., EE. UU.), se pesaron 1 g de muestra, ambas pruebas se

realizaron por triplicado (Hernandez et al., 2018).

6.5.3 Tincién de Gram de BAL después del proceso de encapsulacion

Se realizé la tincion de Gram a bacterias (BAL) antes y después de
encapsular de acuerdo con la metodologia reportada por Falfan-Cortés et al.,
(2022). Se tomo6 con un asa bacteriologica (previamente esterilizada con la flama de
un mechero), una muestra de colonia de las bacterias L17, L19, L20y L25, se coloco
en un porta objetos, se fijo la muestra pasandolo levemente en la flama de un
mechero y se colocaron 2 gotas del reactivo cristal violeta, se dejo actuar 1 min,
pasado el tiempo se enjuagd con agua de chorro, posteriormente se adiciond 2
gotas del reactivo yodo-lugol por 30 s, se enjuago con agua, se agregaron 2 gotas
del reactivo alcohol-cetona y se dejé 15 s, se lavd con agua pasado el tiempo y por
ultimo se colocaron 2 gotas del reactivo safranina, se dejo reposar por 2 min y se
lavd con agua destilada una vez concluido el tiempo. Las tinciones se observaron al

microscopio optico a 100X.
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6.5.4 Caracterizacion morfolégica de las microcépsulas por MEB

Las microcépsulas obtenidas se observaron a través de un microscopio
electronico de barrido (modelo JEOL IT-300) (Figura 9). Las muestras secas se
colocaron sobre un porta muestras, con cinta electro conductiva de carb6n de doble
cara, para posteriormente recubrirlas con oro. Las muestras se analizarona 15 Ay

15KV (Figura X) (Hernandez et al., 2018).

Figura 9. Microscopio electronico de barrido (MEB)

6.5.5 Resistencia a pH de BAL libres y encapsuladas

Se midié la resistencia a pH similar al del estbmago de acuerdo con la
metodologia propuesta por Dumitru et al. (2021), y Hernandez et al. (2018). La
cepas de las BAL libres, y encapsuladas con y sin prebiotico fueron evaluadas a

condiciones de pH bajo similar al del estbmago in vitro. Las BAL se cultivaron en
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caldo MRS y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, se tomd 1 mL, con
una concentracion aproximada de 10° UFC/mL se inocularon en tubos con 9 mL de
caldo MRS a pH ajustado a 2 (HCI 0.1 N). Las muestras se incubaron a 37 °C
durante 3 h (muestreos: 0, 1.5 y 3 h). Se efectué el conteo de bacterias
sobrevivientes en los diferentes tiempos, tras hacer diluciones (10°°) y sembrar por
la técnica de vaciado en placa. Para las bacterias encapsuladas con y sin prebidtico,
se peso 1 g de microcapsulas y se inocularon en caldo MRS ajustado a pH 2y se

evaluo bajo el mismo procedimiento descrito para la bacteria sin encapsular.

6.5.6 Resistencia a sales biliares de BAL libres y encapsuladas

Se midi6 la resistencia a sales biliares de acuerdo con la metodologia
propuesta por Dumitru et al. (2021) y Hernandez et al. (2018). La cepas de las BAL
sin encapsular con y sin prebioticos fueron evaluadas a alta concentracion de sales
biliares in vitro. La cepas de BAL se cultivaron en caldo MRS y se incubaron a 37
°C durante 24 h. Posteriormente, se tomé 1 mL, con una concentracién aproximada
de 10° UFC / mL y se inocularon en un tubo con caldo MRS con pH ajustado a 7 y
adicionado con 0.3% de sales biliares. Las muestras se incubaron a 37 °C durante
3 h (muestreos: 0, 1.5y 3 h). Se efectud el conteo de bacterias sobrevivientes por
la técnica de vaciado en placa utilizando el medio de cultivo MRS. Para las bacterias
encapsuladas con y sin prebioético, se peso6 1 g de microcapsulas y se inocularon en
caldo MRS ajustado a pH 7 y adicionado con 0.3% de sales biliares y se evalué bajo

el mismo procedimiento descrito para la bacteria sin encapsular.

6.5.7 Actividad antimicrobiana de BAL contra Helicobacter pylori

después del proceso de encapsulacion

La actividad inhibitoria de las diferentes cepas L17, L19, y L25 encapsuladas
con y sin prebioticos se realizaron usando la técnica de difusiobn en pozo como lo
describe Sgouras et al. (2004), con modificaciones. Un gramo de microcapsulas,

fueron disueltas en solucion de citrato al 2% para liberar las bacterias encapsuladas,
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posterior se inocularon en 3 mL de caldo MRS durante 24 h. Posteriormente se
siguid la metodologia del apartado 5.2 método de difusion en placa. Se midieron los

halos de inhibicién (mm).
6.5.6. Sobrevivencia de las BAL encapsuladas a temperatura ambiente

Los polvos obtenidos después del secado por aspersion se colocaron en
cajas Petry, y se dejaron a temperatura ambiente (25 °C * 3). Se realizé un conteo
de la viabilidad de las BAL encapsuladas después de nueve semanas, utilizando la

técnica de vaciado en placa con el medio de cultivo MRS.

6.6. Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico se utilizé el Software STATISTICA version 8.0
(StatSoft. 2007). Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, las
diferencias entre medidas se determinaran mediante ANOVA y prueba de Tukey a

un nivel de confianza del 95%.
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VIl.  RESULTADOS

7.1. Actividad antimicrobiana de las BAL con y sin prebiéticos contra

Helicobacter pylori

En la Figura 10 se muestran los resultados de la inhibicion en mm de las
cuatro bacterias acido lacticas (L17, L19y L25) cony sin prebioticos contra H. pylori
in vitro. Se obtuvo que el mayor halo de inhibicion lo present6 la bacteria L25
adicionada con inulina seguida de L17 adicionada con inulina sin diferencia
significativa (p<0.05). Sin embargo, la bacteria L20 no presenté actividad

antimicrobiana contra H. pylori.
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Figura 10. Efecto inhibitorio in vitro de bacterias acido lacticas contra H. pylori con
y sin prebiotico. Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes

letras minusculas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Se observo que para las cepas L17, L19 y L25 adicionadas con prebiético,
tienen una mayor actividad antimicrobiana contra H. pylori ya que presentan halos

por arriba de los 12 mm, en comparacién con las cepas sin prebiotico (p<0.05).

Autores como Ale et al. (2020), evaluaron la cepa de Lactobacillus fermentum
y encontraron que tiene una alta capacidad para la actividad inhibitoria contra H.
pylori, teniendo como respuesta que la cepa pudo modular las respuestas de
infeccion de H. pylori, sin embargo en este trabajo la cepa Lacticaseibacillus
paracasei UAEH20 (L20) no presenté efecto contra la bacteria patdogena. Ale et al.
(2020), explican que la cepa L. fermentum fue capaz de modular la respuesta de
citocinas en las células epiteliales gastricas y de macrofagos después de una
infeccion por H. pylori, reduciendo la produccion de citocinas y quimiocinas
inflamatorias y a su vez aumentando los niveles de citocinas inmunorreguladoras.
Finalmente, con base a estos resultados la bacteria L20 fue descartada para el
proceso de encapsulaciéon. Esimportante mencionar que la mayoria de los estudios
donde evaltan la actividad antimicrobiana de bacterias probioticas destacando el
género Lactobacillus y Bifidobacterium, son clinicos en pacientes hospitalizados,

nifios y adultos principalmente (Gotteland et al., 2006; Hamilton-miller, 2002).

Para el caso de las bacterias del género Enterococcus (L17, L19 y L25)
presentaron actividad por lo que es importante destacar la importancia de los
diferentes géneros utilizados como potencial para bacterias probidticas. Estan
reportados los mecanismos con el cual las bacterias probiéticas inhiben a las
bacterias patdégenas a través de la adhesion, la inmunomodulacion y la produccion
de sustancias antimicrobianas. La capacidad del probiotico
para suprimir o desplazar un patdgeno, interactuar con el sistema inmunitario y

colonizar los intestinos es lo que mas cuenta en la adhesién.

El sistema inmunitario es el objetivo principal de las interacciones del
probiéticoy modula la inmunidad induciendo respuestas tanto humorales
como celulares. Finalmente, la produccidén de compuestos antimicrobianos se basa
en dos grupos principalmente 1: compuestos de bajo peso molecular, que incluyen

acidos organicos, y 2: proteinas antimicrobianas (bacteriocina), con un espectro de
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accion limitado para bacterias Gram (+) (Ouwehand et al., 1999; Henriksson &
Conway. 2001; Cross. 2002).

En  este estudio, se encontré que el uso de  probidticos y
prebioticos juntos (simbioticos) inhibe mejor al patdgeno. Se encontrd que el efecto
inhibidor de las tres cepas simbidticas (L17, L19 y L25) aumenté con la ayuda
del prebidtico; esto podria deberse a que el prebidtico, al actuar como fuente de
sustrato, energia, macronutrientes y estimular el crecimiento, y por ende es mas

efectivo contra H. pylori.

7.2Caracterizacion de los microencapsulados obtenidos mediante secado

por aspersion

7.2.1 Eficiencia de encapsulacion (%)

La sobrevivencia a la microencapsulacion de las BAL con y sin prebioticos (L17,
L19, L25) después del secado por aspersion utilizando almidéon modificado (N-lok)
como material pared, se calcul6 como porcentaje de eficiencia de encapsulacion
(%EE). En la Tabla 5, se muestran los resultados obtenidos para los diferentes
tratamientos de encapsulados. Para las BAL (L17, L19 y L25) con prebidtico se
puede observar que la eficiencia de encapsulacion se incrementd en comparacion
con la bacteria sin adicién del prebiodtico. La bacteria L17 presentd diferencia

significativa (p<0.05) con la adicién del prebiético (0.6% inulina).

Autores como Bustamante et al. (2020), explicaron que el dafio celular y la
pérdida de actividad de las BAL pueden ocurrir durante el procesamiento por lo tanto
el proceso de encapsulacion debe de garantizar que los microorganismos
sobrevivan a este, asi como también mantengan su vialidad durante el tiempo de
almacenamiento. Ellos obtuvieron una eficiencia de encapsulacion superior al 90%
para los géneros Lactobacillus rhamnosus (91.23%), Lactobacillus plantarum
(94.77%), Bifidobactetium longum (96.07%) y Bifidobacterium infantis (97.24%), en
este trabajo se obtuvieron resultados similares para los géneros Enterococcus lactis
siendo UAEH L17 + inulina el que obtuvo mayor porcentaje (98.4%) de

supervivencia, mostrando que un género como Enterococcus tiene una gran
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capacidad para sobrevivir a procesos como el secado por aspersion y por tanto alto

potencial tecnoldgico.

Tabla 5. Eficiencia de encapsulacion (%EE), contenido de humedad (%), actividad

de agua, en microcapsulas de BAL con y sin prebiéticos.

Tratamiento Eficiencia'de Actividad Contenido de
encapsulacion (%) de agua (aw) humedad (%)
L17 93.9+2.72 0.3+0.02 5.7+0.92
L17 + 0.6% inulina 98.4 +0.8° 0.3+0.02 5.1+0.52
L19 90.8+0.7% 0.3+0.02 5.8+0.32
L19+0.6% inulina + FOS 91.8+2.28 0.2 +0.0° 5.1+0.28
L25 90.9 £ 2.92 0.3+0.02 55+0.12
L25+0.6% inulina 91.9+0.42 0.2 +0.0° 5.3+0.22

Promedio de tres repeticiones + DS. Distintas letras mindsculas presentan diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05)

7.2.2. Actividad de agua (aw) y contenido de humedad (%) de los

encapsulados

Enla Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de agua
de los encapsulados obtenidos por secado por aspersion. Los valores obtenidos
fueron de 0.2 a 0.3. Este comportamiento puede explicarse por el hecho de que una
mayor temperatura (100°C) de secado conduce a una transferencia de calor a las
particulas, esto aumenta la fuerza motriz de la evaporacion, lo que conduce a una
mayor eliminacion de agua de la matriz alimentaria. Los valores por debajo de 0.3
de aw promueven la estabilidad del polvo y prolongan la vida util al reducir la
presencia de agua libre disponible para las reacciones quimicas (Atalar &
Dervisoglu, 2015). Se muestran también los resultados obtenidos con respecto al

contenido de humedad se obtuvieron valores entre 5.1 a 5.8 %, diferentes niveles
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de humedad podrian interferir en las propiedades del polvo como, en la forma, la

distribucién del tamafio y en la fluidez (Jung et al., 2018)

Se obtuvo que para las tres cepas los valores estan entre los 0.2 y los 0.3 en
awtanto para L19 y L25 con prebidticos se tiene una diferencia significativa (p<0.05)
en comparacion con la cepa sin el prebidtico, mientras que para la cepa de L17 no
se aprecia una diferencia significativa entre la cepa con y sin prebidticos, al tener
los tres BAL valores por debajo de 0.3 indica que la vida atil de los tres polvos
obtenidos por secado por aspersion presentara mas estabilidad en la vida util. En
cuanto a los resultados de humedad se observé que para las tres cepas no hay una

diferencia significativa entre las BAL (p<0.05) sin o0 con prebioticos.

Autores como Jurado et al. (2021), obtuvieron resultados similares a los de
este trabajo, ellos trabajaron con el método de secado por aspersion utilizando una
temperatura de entrada de 170°C y de salida 67°C tomando en cuenta que la BAL
evaluada fue Lactobacillus plantarum, ellos obtuvieron una aw no mayor a los 0.3
indicando también que la baja aw es favorable para la vida Gtil de los polvos. Ellos
también obtuvieron resultados similares con respecto a la humedad, obtuvieron una
humedad de 5.26% explicando que la humedad se ve influida por el tamafio del

microencapsulado, asi como también evita la contaminacidn bacteriana y micatica.

Hernandez et al. (2018), ellos obtuvieron un contenido de humedad de 1.4%
y aw de 0.26 con una temperatura de secado de 140°C resaltando que a mayor
temperatura el contenido de humedad y aw bajan, estos resultados obtenidos son
similares a los presentados en este trabajo, teniendo en cuenta que la humedad no
es tan baja ya que la temperatura usada fue de 100°C, mientras que para la aw el

resultado es similar al que se obtuvo en este trabajo.

7.2.3. Morfologia de microcapsulas

La forma de las microcpsulas en todas las mezclas present6é concavidades
en la superficie, caracteristica dada por el proceso de atomizacion la camara de

secado (Figura 11) y de la rapida evaporacion del agua. Rodriguez-Barona et al.
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(2012), reportaron resultados similares para encapsulados de Lactobacillus caseiy
Lactobaccilllus rhamnosus. Aunque no se determiné el promedio del tamafio de las
microparticulas, las micrografias por MEB permitieron estimar el tamafio de las

microcépsulas de = 10 a 20 pm.

Se presentd que la morfologia caracteristica del secado por aspersion esta
presente en los tres tratamientos observados en MEB, se aprecia que en ningun
tratamiento hay presencia de bacterias libres en el entorno, asi como también
presentaron estructuras concavas, rugosas y con poros en las partes superiores de
la microcapsula. Rajam et al. (2014), describen morfologias similares a la de este
trabajo, revelando que las microcapsulas estan libres de fisuras, lo que nos indica
la eficiencia del material pared al momento de soportar las condiciones del secado
por aspersion. Jurado et al. (2021) reportaron tamarios de particula de 15.18 a 35.6
um en la microencapsulacion de Lactobacillus plantarum, en el presente trabajo las
microcapsulas tuvieron tamafos mas pequefios y por lo dicho por Pérez-Leonard et
al. (2013) las caracteristicas morfologicas de las microcapsulas como redondas u
ovaladas tienen mayor facilidad de distribucién al producto final, ellos también
explican que un tamafo de particula éptimo es de 15 a 100 um, cipsulas mayores
a 100 son muy féciles de detectar en la boca, y menores a 15 no dan una buena

proteccion frente a agentes externos.
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L25 L25 + INU

Figura 11. Microfotografias de microencapsulados con BAL a) sin prebidticos
y b) con prebiéticos (1000x) observadas bajo el microscopio electronico de barrido.
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7.2.4. ResistenciaapH 2

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos de la viabilidad para la
célula libre (L17, L19 y L25), encapsulada con prebidtico y sin prebibtico adicionado.
Se obtuvo que en las tres cepas encapsuladas con prebidticos a las 3 h tienen una
viabilidad mayor (p<0.05) en comparacion con las cepas libres, en donde se
muestra que la combinacion de prebidtico con probidtico (simbidtico) tuvo un efecto
favorable con respecto a la supervivencia a condiciones acidas, dado que
Enterococcus lactis es una cepa con alto potencial probiética debido a su resistencia
pH bajo (similar al estomago).

Se observo que para la cepa L19 con 0.6% de Inulina + FOS presenta mejor
supervivencia a 3 h que las otras dos BAL (L17 y L25 ambas con 0.6% de inulina)
esto puede deberse a la combinacion de los dos prebidticos. En los tres tratamientos
no se observan valores menores a los 6 Log UFC/g es decir las concentraciones
establecidas para probidticos por la FAO/OMS, se mantienen en los
microencapsulados. En el caso de las bacterias que se evaluaron sin encapsulacion
para las bacterias (L19 y L25 no se present6 viabilidad al final de la exposicion del
pH2), en este sentido se hace evidente el efecto de la encapsulacion sobre la

sobrevivencia de las BAL a condiciones de estrés.

Las especies de Lactobacillus son comensales en el tracto gastrointestinal
humano y sus concentraciones en el estbmago varian entre 0 y 10%/mL. Estas
bacterias son acido resistentes, persisten en el estbmago mas tiempo que otras
como las del género Bifidobacterias y Lactobacilos que pueden sobrevivir en altas
proporciones (>80%) en el ambiente gastrico por periodos de 2 h (Marteau et al.,
1997). Valeur et al. (2004), informaron que luego de la administracion de 4 x 108 de
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 a voluntarios sanos, fue posible detectar esta
cepa adherida a células epiteliales a través de biopsias gastricas antrales,
mediante hibridacion fluorescente in situ. Por lo anterior, de acuerdo con los
resultados mostrados en la Figura 12 la bacteria libre con mayor potencial para un

efecto en condiciones de estrés de pH bajo (2) es L17, seguida de L25y L19. Con

47



la microencapsulacion se incrementa la resistencia a estas condiciones gastricas,
sin embrago se necesitan estudios en modelos in vivo, que permitan identificar si la

bacteria tiene la capacidad de adherirse a la mucosa gastrica.

Resultados similares fueron propuestos por Dumitru et al. (2021), quienes
encontraron que la bacteria perteneciente al género Lactobacillus sobrevivia a pH 2
durante 3 h, ellos obtuvieron una supervivencia por arriba de los 6 Log UFC/g . Otros
autores como Rosolen et al. (2019), evaluaron a Lactococcus lactis sin encapsular
y encapsulada mas prebidtico (inulina) a diferentes concentraciones de pH (2, 2.5y
3), ellos obtuvieron que para la BAL libre sin encapsular tendia a no sobrevivir a
condiciones acidas mientras que la BAL encapsulada con el prebiotico mantenia

una supervivencia mayor.
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Figura 12. Viabilidad BAL libre, encapsulada con y sin prebi6tico después de

someterse a pH 2 durante 3 h de exposiciéon; a) L17, b) L19, c) L25. Datos
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expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas

indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

7.2.5. Resistencia a sales biliares

En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos de la viabilidad de
célulalibre (L17,L19 y L25), encapsulada con prebidtico y sin prebiotico, expuestas
a sales biliares al 0.3% in vitro. Se obtuvo que para las BAL encapsuladas de L19y
L25 con prebidticos después de las 3 h de exposicibn, mostraron mejor
supervivencia, teniendo resultados por arriba de 7 Log UFC/g esto puede ser a que
los prebioticos adicionados ejerzan un efecto positivo en la resistencia a este factor
de estrés. No obstante, la bateria L17 microencapsulada con el prebidtico no
presentd en mismo efecto, ya que después de las 3 h no se detectd viabilidad.
Autores como Dumitru et al. (2021), ellos encapsularon a Lactobacillus acidophilus
por la técnica de secado por aspersion, con una temperatura de 60°C utilizando
como material pared maltodextrina, describen que la tolerancia a las sales biliares
depende de las cepas, en algunas pueden presentar una mejor supervivencia
mientras que en otras puede ser todo lo contrario, mencionan que para el género
Lactobacillus acidophilus no presento resistencia a sales biliares al 0.3% teniendo
gue después de 3 h su supervivencia es nula. Para las cepas utilizadas en este
trabajo (Enterococcus lactis) presentaron un comportamiento similar, ya que a pesar
de pertenecer a un mismo género las tres cepas presentaron una resistencia
diferente entre si, la cepa de L17 libre no presentd crecimiento a las 3 h. Los
resultados obtenidos muestran que para la FAO/OMS la cepa de Enterococcus
lactis es una BAL con potencial probiético aprobado, ya que cumple con los criterios
gue establecieron la FAO/OMS en 2002 que muestra que la supervivencia a sales
biliares es un factor clave para evaluar una cepa de bacterias acido lacticas con

potencial probiotico.
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Figura 13. Viabilidad BAL libre, encapsulada con y sin prebiético después de
someterse a concentracion del 0.3% de sales biliares durante 3 h de exposicion; a)
L17, b) L19, c) L25. Datos expresados como media + desviacion estandar.
Diferentes letras mindsculas indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

7.2.6. Actividad antimicrobiana de las BAL encapsulada con y sin prebiéticos
contra Helicobacter pylori

En la Figura 14 se presenta la actividad antimicrobiana contra H. pylori de
las bacterias BAL (L17, L19 y L25) después del proceso de encapsulacion. Se
observé que para las BAL como L17 + 0.6% de inulinay L19 + 0.6% de inulina +
FOS se tuvo un diferencia significativa (p<0.05) en comparacion a la BAL libre y
encapsulada sin prebiético, los halos de inhibicion fueron mayor a 12 mm; sin
embargo, el encapsulado simbiotico de L25 no mostré una diferencia significativa

(p<0.05) entre si se encapsula sin o con probidtico.
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b
b

a

a aIb < a
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I I a I I I
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= BAL libres BAL encapsuladas = BAL encapsuladas + Prebiético

Figura 14. Actividad antimicrobiana de las bacterias BAL Enterococcus lactis (L17,
L19 y L25) después del proceso de encapsulacion. Datos expresados como media
+ desviacion estandar. Diferentes letras minusculas indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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Chen et al. (2010), Obtuvieron resultados similares al evaluar cepas Lactobacillus
contra H. pylori, presentaron halos de inhibicion de 9 a 20 mm de didmetro de
inhibicion, ellos evaluaron alrededor de 15 cepas (Lactobacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus reuteri C234, Lactobacillus casei ssp. Casei, L. casei Zhang, L. casei
BD-II, L. casei 2W, Lactobacillus plantarum S3 L, plantarum CZ211-2, L plantarum
DJ201 L, plantarum DJ102-1, L. plantarum ST-IIl L. plantarum ZS2058 L. plantarum
18 Lactobacillus bulgaricus L24 L. bulgaricus 2—3 Lactobacillus gasseri Chen) este
trabajo evalud a L20 es un género Lactobacillus el cual no presento un efecto contra
H pylori, esto puede deberse a que algunos géneros Lactobacillus no son eficaces
contra un patégeno como H. pylori ellos exponen que la actividad antimicrobiana de
Lactobacillus contra el patégeno H. pylori se debe a productos metabdlicos,
incluidos &cidos organicos también redactan que los efectos contra H. pylori
dependen de cada cepa. Ellos explican que 4 cepas de las 15 evaluadas tuvieron
un efecto significativo en el efecto inhibitorio contra la actividad de ureasa de H.
pylori mientras que las cepas restantes no mostraron un gran efecto contra el
patdgeno, especifican que la cepa de L. plantarum DJ201 no tuvo ningun efecto

contra H. pylori.

7.2.7 Viabilidad de las bacterias de las microcapsulas durante el

almacenamiento

Después de 9 semanas de almacenamiento a 25 °C, en la Figura 15 se
presenta la viabilidad de los probidticos encapsulados con y sin prebidticos.
La estabilidad de las BAL no se vio afectada por el tiempo para los probidticos L17
y L19 adicionados con los prebidticos; mantuvieron una supervivencia por arriba de

8 Log UFC/g, manteniendo la bacteria estable durante ese tiempo.
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como media * desviacion estandar. Diferentes letras minUsculas indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).



Dumitru et al. (2021) examinaron cepas de Lactobacillus acidophilus durante
64 dias; encontraron que después de 30 dias de almacenamiento, la supervivencia
se mantuvo constante sin mostrar una disminucion significativa, notando que hubo
un recuento de 1 Log CFU/g menos que la concentracion inicial al final del periodo

de almacenamiento.

Resultados similares se encontraron en este trabajo, demostrando que no
hubo diferencia significativa ain en presencia de un simbiético microencapsulado.
Rajam et al. (2014), obtuvieron resultados similares a los de este trabajo, ellos
evaluaron a L. plantarun con y sin prebiético FOS a una temperatura de 4°C,
exponen que para la cepa sin prebiético después de 60 dias de almacenamiento
tuvo una supervivencia baja en comparacion a la cepa con prebiético, explicando
gue la gran capacidad de retencién de humedad del prebidtico fructooligosacéaridos
(FOS) evita el secado excesivo que puede afectar a la supervivencia del
microencapsulado, mostrando también que el contenido de humedad y la movilidad
molecular son un factor clave para la supervivencia de las cepas durante el

almacenamiento.

En la Figura 16 se observan las micrografias de L17, L19 y L25 antes y
después de 9 semanas de almacenamiento a una temperatura de 25°C, se muestra
que los 6 tratamientos conservan la morfologia caracteristica del secado por
aspersion. Después de las 9 semanas de almacenamiento las BAL (L17, L19y L25)
adicionadas con prebidtico muestran una morfologia rugosa, con poros en la
superficie y sin presencia de bacterias en el entorno, se aprecia que aun despues
de estar en un almacenamiento a temperatura ambiente su morfologia no presento

cambios significativos.

55



To= L17+0.6% Inulina | Tf= L17+0.6% Inulina

To=L19+0.6% INU+FOS Tf=1L19+0.6% INU+FOS

To=L25 Tf=L25

Figura 16. Microfotografias de BAL encapsuladas después de 9 semanas de

almacenamiento
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VIIl.  CONCLUSIONES

1. La microencapsulacion de simbiéticos usando el secado por aspersion
favorece la viabilidad de las bacterias evaluadas a condiciones adversas de
pH y sales biliares.

2. Las bacterias del género Enterococcus lactis presentaron en su forma libre,
mayor resistencia a pH 2, por lo que la hace de gran interés por su potencial
para adherirse a la mucosa gastrica.

3. La microencapsulacion de simbibticos estabiliza la sobrevivencia de las

bacterias encapsuladas en funcién del tiempo durante 9 semanas.
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IX. PERSPECTIVAS

1. Hasta la fecha no existen muchos estudios acerca de Enterococcus lactis y
su capacidad de fermentar tanto FOS como Inulina, ademéas de su efecto
inhibitorio contra H. pylori por lo que es necesario realizar estudios in vivo.

2. Realizar estudios que expliquen el posible mecanismo de accion de las

bacterias en estudio en modelos in vivo.
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