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RESUMEN

Dentro de las infecciones intestinales de mayor preocupacion se encuentran las
causadas por Campylobacter jejuni. La eficacia de los antibidticos para combatir a
C. jejuni estan disminuyendo, debido a la aparicion de cepas resistentes a estos,
motivo por el cual es importante buscar tratamientos alternos. Para ello, los
probidticos en combinacion con prebidticos (simbidticos) han demostrado inhibir a
C. jejuni. El objetivo de este trabajo fue microencapsular bacterias acido lacticas
(BAL) en mezcla con prebiéticos y evaluar la actividad antimicrobiana contra C.
jejuni in vitro y la viabilidad de las BAL durante el almacenamiento. Las cepas BAL
empleadas fueron Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 (L20), Enterococcus lactis
UAEH 17 (L17), Enterococcus lactis UAEH 19 (L19) y Enterococcus lactis UAEH 25
(L25). Las cuatro BAL se cultivaron con y sin inulina y/o fructooligosacaridos (FOS)
al 0.6%, su efecto inhibitorio in vitro contra C. jejuni. Los tratamientos que mostraron
el mejor efecto fueron encapsulados empleando un secador por aspersion. Se
encapsularon las BAL sin prebiéticos como control. Las microcapsulas obtenidas
fueron caracterizadas. Los tratamientos que presentaron el mejor efecto
antibacteriano contra C. jejuni fueron L17 con 0.6% FOS, L19 sin prebiético, L20
con 0.6% FOS y L25 con 0.6% inulina, estos tratamientos fueron posteriormente
encapsulados. Se obtuvieron eficiencias de encapsulaciéon entre 90.8 y 97.0%, la
actividad de agua oscilo entre 0.2 y 0.3, mientras que el contenido de humedad varié
entre 5.3 y 7.4 %. El tamafo de las microcapsulas obtenidas fue de = 20 ym. En
general, las cuatro BAL mantuvieron efecto inhibitorio contra C. jejuni después ser
encapsuladas. El proceso de encapsulacién y la adicion del prebidtico ayudo a las
BAL a preservar su viabilidad (= 6 Log UFC/g) al ser expuestas a pH 2 y sales
biliares al 0.3% en comparaciéon con las BAL libres. Los tratamientos
microencapsulados con prebiéticos ayudaron a mantener concentraciones
superiores a 8 Log UFC/g después de 9 semanas de almacenamiento. Los
tratamientos simbidticos encapsulados presentaron la mejor resistencia a
condiciones adversas del tracto gastrointestinal simulado, durante el

almacenamiento, manteniendo su actividad antimicrobiana contra C. jejuni.
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l. INTRODUCCION

Campylobacter es una especie de microrganismo patdégeno causante de la
gastroenteritis bacteriana mas frecuente en humanos. Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli representan alrededor del 90% de las infecciones por
Campylobacter en humanos (Horrocks et al., 2009). Los pacientes infectados con
C. jejuni presentan gastroenteritis de diversos grados, que van desde malestar leve
y diarrea acuosa, hasta colitis ulcerosa grave con diarrea inflamatoria con sangre
(Kist & Bereswill, 2001). Las infecciones por C. jejuni también pueden provocar
trastornos neuroldgicos, como los sindromes de Guillain-Barré y Miller Fisher o
artritis reactiva (Ekmekciu et al., 2017). Por otro lado, el uso desmedido de
antibiotico ha provocado la aparicion de cepas de C. jejuni resistentes, generando
graves problemas de salud publica (Helmy et al., 2021). Actualmente, como
tratamientos alternos a los antibiéticos se propone el uso de probidticos para
combatir C. jejuni en humanos. Sin embargo, se ha comprobado que la adicion de
prebiodticos a los probidticos (simbidtico) potencializan su efecto inhibitorio contra
diversos patégenos. De acuerdo a la OMS/FAO, es importante mantener una
concentracion de por lo menos 8 Log UFC/mL de probidticos para que puedan
ejercer un efecto benéfico en el huésped. Cabe resaltar que la mayoria de las
bacterias probioticas no resisten el paso por el estbmago. Motivo por el cual se hace
uso de diferentes estrategias para protegerlas, entre estas destaca la
microencapsulacién. Las bacterias microencapsuladas puedan sobrevivir, durante
el procesamiento, almacenamiento para que posteriormente sean liberadas en sitios
gue sean requeridas en el TGI (tracto gastrointestinal) (Villanueva-Castafieda et al.,
2023). La microencapsulacion llevada a cabo por el método de secado por
aspersion genera grandes cantidades de material, es econémico y eficaz. Se han
utilizado varios materiales de pared para encapsular probiéticos, con el fin de
protegerlos y de resguardarlos de factores ambientales como el pH gastrico y la
concentracion de bilis. Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
microencapsular simbioticos mediante la técnica de secado por aspersion y evaluar

la actividad antimicrobiana contra Campylobacter jejuni in vitro.



1. MARCO TEORICO
2.1 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni es una bacteria Gram negativa, microaerdfila, aerobia,
movil (Hernandez-Cortez et al., 2013). C. jejuni es el principal causante de la diarrea
del viajero; ya que ingresa al huésped mediante la ingesta de alimentos
contaminados o por medio de agua (Schrotz-King et al.,, 2007). Los factores
ambientales como la temperatura, la humedad, la cantidad de luz solar y el pH del
agua y del suelo son factores importantes para las etapas de colonizacién primaria
y secundaria en animales que son destinados para el consumo humano,
particularmente los pollos (Bronowski et al., 2014). En la Figura 1 se aprecian las

principales vias de transmision de C. jejuni.

v

Animales de granja

|1 \ (§
¥ S
/ Aniamles sxteriorss \

v

Medio Ambiente Humanos
Figura 1. Vias principales de la transmisién de C. jejuni.
Fuente: (Casado-Salgado, 2021).
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Cuando C. jejuni se incorpora al intestino del huésped, logra colonizar la capa
mucosa que recubre el epitelio de ileon distal, hasta llegar al colon empleando sus
flagelos polares (Ketley, 1997). El patégeno tiene varios factores de virulencia como
es la quimiotaxis y las proteinas de choque térmico (Snelling et al., 2005). C. jejuni
coloniza preferentemente la zona mucosa. Ya que, las tensiones de oxigeno son
mas altas que en el recto. Las caracterizaciones bioquimicas han demostrado la
presencia de una cadena respiratoria compleja y altamente ramificada; en donde
este patdgeno usa una gran variedad de donantes y aceptores de electrones aparte
del oxigeno (Hofreuter, 2014). Adicionalmente se ha reportado que el catabolismo
de aminoacidos libres, derivados de la degradacion de las proteinas del huésped y
la composicion de su microbiota intestinal; es de suma importancia durante el

proceso de colonizacion del microorganismo (Ketley, 1997).

2.2 Tratamientos farmacoldgicos para combatir a C. jejuni

Actualmente la campilobacteriosis requiere de tratamientos con antibiéticos
como la azitromicina y la eritromicina, farmacos de eleccion para su tratamiento
clinico (Wieczorek & Osek, 2013). En casos clinicos mas graves, es posible que se
requiera de una inyeccién intravenosa de aminoglucosidos (gentamicina) (Elhadidy
et al., 2020). Con el paso de los afios C. jejuni. ha mostrado un incremento en la
resistencia a los antibiéticos (Hlashwayo et al., 2020). Uno de los factores a los que
se les podria atribuir este incremento podria ser el uso desmedido de antibi6ticos

en el &mbito veterinario (Marshall & Levy, 2011).

La aparicion de estas cepas resistentes en alimentos de origen animal se
traduce en una importante amenaza de salud publica (Elhadidy et al., 2020). En
algunas investigaciones se ha revelado que las personas infectadas con cepas de
C. jejuni, resistentes a antibiéticos sufren sintomas mas severos, en comparacion
con infecciones causadas por el patdégeno sin resistencia (Nelson et al., 2004).
Derivado de ello, es importante buscar fuentes alternas de tratamiento a los

antibioticos para combatir a este microrganismo en pacientes.

11



En los dltimos afios, las bacterias acido lacticas (BAL) han demostrado tener
actividad antibacteriana contra cepas de C. jejuni. Se ha evidenciado que la

produccion de acido lactico suprime este patdogeno (Neal-McKinney et al., 2012).

2.3 Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas (BAL) cuando son introducidas en cantidades
suficientes (>1x10® UFC/g o ml), tienen efectos benéficos en el organismo humano
(Huertas et al., 2010). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) ha definido a los probi6ticos como “microorganismos Vivos,
los cuales, si son administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio
saludable en el huésped” (Diaz & Grandez, 2020). Estas bacterias son
microorganismos con una morfologia bacilar o cocoide, ademas no son formadoras
de esporas, son consideradas anaerobias facultativas o microaerofilas, estas
bacterias carecen de citocromos, no son patdgenas ni toxigénicas y son bacterias
Gram-positivas (Serna, 2012). Dentro de las BAL se encuentran varios
microorganismos conocidos como probioticos; sin embargo, no todos realizan y

ejercen los mismos mecanismos de accion (Ramirez et al., 2011).

Dentro del metabolismo de las BAL, se encuentra la produccién de &cidos
organicos, diacetil, peroxido de hidrogeno, didxido de carbono y la produccién de
bacteriocinas (Serna-Jiménez, 2012). Las BAL logran reducir el pH del ambiente, lo
gue causa un efecto inhibitorio de bacterias gram positivas y gram negativas, la
forma pura del acido lactico logra penetrar con mayor facilidad la pared celular
microbiana, promoviendo la disociacion de particulas lo que causa una liberacion
de iones de hidrodgeno con su anion correspondiente. Con esta reaccion se obtienen
iones que interfieren con el metabolismo y a su vez, esto inhibe el crecimiento
celular; ademas, cuando estd presente el oxigeno, las BAL pueden producir
peréxido de hidrogeno, lo que genera radicales hidroxi, provocando la peroxidacion
de lipidos en la membrana de la célula microbiana (Ramirez et al., 2011). En la
Figura 2 se citan algunos de los beneficios de las BAL cuando son administradas

en humanos.
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Estabilidad en la mucosa intestinal
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') *
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Proteccion contra patégenos " ﬂ )
\_}‘ |

Regulacion del sistema inmune

Figura 2. Beneficios de las bacterias acido lacticas.

Fuente: (Cabeza-Herrera et al., 2018).

Industrialmente, la mayoria de las cepas del BAL implementadas como
probidticos, son especies de Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Enterococcus y Bifidobacterium, sin embargo. Estudios recientes han utilizado
cepas de levaduras. Generalmente se han utlizado bacterias del género
Lactobacillus por sus cualidades como agentes fermentadores y conservantes, a su
vez generadores de un descenso de pH (Doron & Snydman, 2015). En la actualidad,
se han empleado mezclas de probidticos y prebidticos en el campo alimenticio en

diferentes formulaciones (Serna-Jiménez, 2012).

Para el aislamiento y la obtencion de las BAL se deben seleccionar alimentos,
en los cuales, durante su fermentacion, puedan estar presentes dichos
microorganismos, algunos de los alimentos pueden ser de origen vegetal o animal;
frescos, precocidos o harinas (Parvez et al., 2006). La finalidad de seleccionar este

tipo de alimentos es para poder determinar durante la fermentacion cual de los
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microorganismos desarrollados pueda llegar a tener alguna propiedad probidtica.
Para poder realizar la identificacion de las BAL, es necesario realizar pruebas
preliminares e identificar morfologicamente cuales microorganismos son viables
como BAL (Cueto & Argon, 2012).

En la Tabla 1 se muestran las cepas de BAL mayormente identificadas con potencial
probidtico, por lo general pertenecen a los géneros Lactobacillus
(clasificacion anterior), Bifidobacterium y Streptococcus (Kechagia et al.,
2013; Marco et al., 2006), no obstante se han aislado e identificado otros
géneros de bacterias que poseen potencial probidtico, tales como
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Ashaolu &
Reale, 2020; Ouwehand et al., 2002). Especificamente, algunas de las BAL
mostradas en la Tabla 1 confirmadas como probidticas son: L. acidophilus,

L. casei, L. lactis y L. plantarum.

Tabla 1. Cepas de bacterias acido lacticas con potencial probiotico

Lactobacillus spp. Bifidobacterium  Enterococcus sp. Streptococcus

Spp. Spp.
L. acidophilus B. bifidum Ent.faecalis S. cremoris
L. casei B. adolescentis S. salivarius
Ent. Faecium
L. delbrueckii ssp. B. infantis S. intermedius
(bulgaricus)
L. cellobiosus B. thermophilum
L. curvatus B. longum
L. fermentum
L. lactis
L. plantarum
L. reuteri

Fuente: Parvez et al., 2006.

14



2.4 Metabolismo de las bacterias &cido lacticas
Bioquimicamente, la fermentacion bacteriana se puede definir como un
proceso metabdlico, en el cual ocurren varias reacciones de origen organico en el
gue los carbohidratos y a su vez, los compuestos afines, son oxidados y se logra la
liberacion de energia, sin tomar en cuenta los aceptores externos de electrones.
Estos aceptores se pueden definir como compuestos de origen organico y son

producidos por medio del desdoblamiento de los carbohidratos (Ulloa et al., 2011).

Por lo general, las BAL pueden hacer uso de dos rutas metabolicas (Figura 3)
para emplear la glucosa (Serna, 2012). En la primera el producto principal obtenido
es el acido lactico, a este tipo de fermentacion de la glucosa se le denomina
homofermentativa. Las bacterias homolacticas poseen enzimas como la
hexoisomerasay la aldosa, pero estas carecen de fosfocetolasa. Es posible cambiar
el caracter homofermentativo, modificando las condiciones de fermentacion como
el pH, propiciando una restriccion de nutrientes y cambiando la concentracién de
glucosa. En la segunda ruta heterofermentativa, las bacterias son capaces de
transformar la glucosa por medio de hexosas, en etanol, &cido férmico, succinato,
acido lactico y diéxido de carbono, denominandose bacterias heterolacticas (Pérez
et al., 2006).
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Figura 3. Principales rutas metabdlicas de las BAL.

Fuente: (Tala Orrillo, 2023).

2.5 Criterios que las BAL deben cumplir para ser consideradas como

probioticas

Es necesario que las BAL cumplan con ciertos criterios (Tabla 2) para que

estas puedan ser consideradas como probioticos, estas deben tener una resistencia

a la acidez estomacal, a las sales biliares, deben tener la capacidad para fijarse en

el epitelio intestinal y que puedan lograr colonizar el intestino. También tienen que

competir con otros microorganismos mediante competicion por sitio de accion,

deben de adaptarse a los cambios de pH intestinal o no verse afectadas fuertemente

por la produccion de proteinas antibacterianas llamadas bacteriocinas (Velazquez,

2018). Las bacterias probidticas se adicionan en alimentos y estas empiezan su
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traslado hacia el tracto intestinal inferior por medio de la boca, algunas cepas como
Bifidobacterium han mostrado ser mas sensibles a condiciones acidas y al jugo

gastrico humano (Alvarado & Estrada, 2022).

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas probidticas.
1. Resistencia a los acidos biliares.
2. Resistencia a la acidez gastrica.
3. Capacidad de adherencia al moco o a las células epiteliales humanas y
lineas celulares.
4, Capacidad para reducir la adhesion de patdégenos a las superficies.
5. Actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos.
6. Actividad en la hidrolasa de sal biliar.

Fuente: FAO/OMS, 2002.

2.6 Actividad antimicrobiana de los probioticos

La actividad antimicrobiana de los probioticos recae en las células y en los
metabolitos producidos, se ha demostrado que los metabolitos producidos por los
probidticos tienen un amplio espectro de inhibicién contra bacterias Gram positivas
y Gram negativas (Sanz et al., 2003). Debido a la presencia de una gran diversidad
de compuestos sintetizados por las BAL, se supone que la actividad antimicrobiana
no es especifica de un mecanismo singular, si no. De efectos sinérgicos que son
generados por distintos componentes de la célula. Algunos compuestos como el
lactato y el acetato, logran disminuir el pH, sin embargo, el efecto primordial de los
probiéticos es la produccién de acido lactico, lo que logra reducir el pH en el intestino
y sintetizar bacteriocinas extracelulares. Que a su vez, es un limitante para el

crecimiento de microorganismos patdgenos (Bian, 2008).

Las bacteriocinas se reconocen como metabolitos secundarios producidos por
algunas bacterias probidticas, las cuales contribuyen a la inhibicion de bacterias
patdgenas, algunos aspectos como el método de accion, el espectro de inhibicion,
el origen genético y sus propiedades bioquimicas pueden variar dependiendo del

tipo de bacteria que las sintetiza (Beristain et al., 2012).
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Los metabolitos producidos por BAL, también incluyen agentes oxidantes
fuertes como el peroxido de hidrogeno, el cual es generado por medio de la NADH
oxidasa, el cual presenta actividad antimicrobiana contra microorganismos
patégenos (Audisio et al.,, 2011). Por otro lado, para que los microorganismos
probidticos puedan ejercer eficazmente su actividad antimicrobiana, es de
importancia considerar la adicion de ciertos micronutrientes que potencialicen dicha
actividad, como lo son los prebidticos. La combinacion de probiéticos y de
prebibticos puede superar algunas dificultades en la supervivencia de los mismos
en el tracto gastrointestinal, ademéas de combatir diversos enteropatégenos (Bian,
2008).

2.7 Prebidticos

Son nutrientes que llegan directamente al intestino grueso, que no pueden ser
digeridos en el estdbmago ni en el intestino delgado, los cuales son fermentados por
las BAL, aumentando el efecto benéfico de los probidticos en la salud del
consumidor (Erginkaya et al., 2019). Los prebioticos se pueden definir como un
ingrediente no digerible, que tiene un efecto benéfico para el huésped, al estimular
selectivamente el crecimiento y la actividad de uno o de un namero limitado de
bacterias probioticas, por consiguiente, mejora la salud del huésped (Atia et al.,
2016).

Los prebidticos se caracterizan, generalmente, por ser moléculas de gran
tamafio, las cuales no pueden ser digeridas por las enzimas del tracto
gastrointestinal, las cuales; una vez que llegan al intestino grueso, son
metabolizados por la flora bacteriana. Esto se realiza principalmente por
Lactobacilos y Bifidobacterias (Olagnero et al., 2007). Algunos productos de origen
vegetal como: frutas, verduras, y otras plantas comestibles, son considerados una
fuente importante de prebidticos, tales como: alcachofas, platanos, tomates,
esparragos, ajo, cebolla, bayas, legumbres, vegetales, asi como linaza, cebada,
avena y trigo (Markowiak & Slizewska, 2017). Sin embargo, también hay prebiéticos

gue asimismo pueden ser obtenidos de forma sintética, entre los que destacan:
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lactosacarosa, maltooligosacéridos, ciclodextrinas, fructooligosacaridos, inulina,

lactulosa y galactooligosacaridos (Fernandez et al., 2018).

2.8 Simbioticos

Los alimentos que contienen probidticos y prebioticos se describen como
simbidticos, esto se debe a la relacion sinérgica que se genera entre ellos, de
acuerdo a estudios in vitro previos en donde se ha demostrado que el suministro de
un simbiotico presenta mas ventajas que la de un prebidtico o un probiético de forma
aislada (Erginkaya et al., 2019). Sin embargo, en los Ultimos afios a estos
simbidticos se les ha afiadido una barrera de proteccion adicional para garantizar
su sobrevivencia a las condiciones adversas del TGI, mediante un proceso de

microencapsulacion.

2.9 Microencapsulacién

La microencapsulacion es una técnica sumamente utilizada en varias ramas
de la quimica, biologia y microbiologia (Dubey, 2009). Es un método el cual
fundamentalmente permite obtener particulas pequefias, ya sean goticulas de
liquidos o de gases, que se envuelven en un material de cobertura, esto a su vez,
da lugar a la formaciéon de microcapsulas o de microparticulas. Generalmente la
microencapsulacién es utilizada para incorporar ingredientes alimentarios, células,
enzimas o probibticos que pueden ser afectados por las condiciones ambientales.
Los contenidos pueden ser liberados de manera controlada en distintas condiciones
(Pérez et al., 2013).

Algunas de las principales razones por las cuales se procede a
microencapsular microorganismos probiéticos es para facilitar y mejorar el
transporte durante el proceso de produccion de los alimentos fortificados, para
poder garantizar y proteger su resistencia y viabilidad durante el almacenamiento
de estos, también para poder controlar su potencial en el momento y lugar
adecuado, después de ingerir el alimento (Araujo et al., 2015). La seleccion de una
técnica para la microencapsulacion depende de la relacion costo beneficio, el
tamafo deseado de las capsulas, de las propiedades tanto fisicas como quimicas,

de su posible aplicacion y del mecanismo de liberacién deseado.
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Las técnicas de encapsulacién son de dos tipos: Fisicas, que comprenden el
secado por aspersion, el enfriamiento por aspersion, la liofilizacion, el recubrimiento
por lecho fluidizado, la extrusion y la co-extrusion (Araujo et al., 2015). Y las
fisicoquimicas, que engloban la coalescencia, la inclusion molecular, la

encapsulaciéon por liposomas (Villena et al., 2009).

Para poder llevar a cabo cualquier proceso de encapsulamiento se deben
analizar varios factores fisicos que pudieran afectar la supervivencia del probidtico,
tales como la temperatura, la humedad y la agitacién (Gouin, 2004). Adicionalmente,
es necesario saber cuales son las condiciones y el proceso de conservacion del
producto alimenticio que contendra las capsulas y a su vez, saber cuales son los
mecanismos de liberacidbn de estas. Las técnicas mas utlizadas para la
microencapsulacion bacteriana probiotica son: extrusion, emulsificacion, liofilizacion

y secado por aspersion (Araujo et al., 2015).

2.10 Estructura de las microcpsulas

Son particulas, en cuyo interior va el agente activo rodeado por una cobertura,
gue estan constituidas por una pequefia membrana fuerte, delgada, esférica y
semipermeable, que lo envuelve desde unas pocas micras hasta varios milimetros.
El tamafio y la forma de las capsulas depende de manera especifica de cada
método o técnica a utilizar (Araujo et al., 2015). Hay varios tipos de estructuras que
pueden ser clasificadas como sistema capsular y a su vez, una gran cantidad de
polisacaridos usados como material pared (Tabla 3). En esta estructura el material
activo esta reservado, su naturaleza puede ser liquida o sélida y esta cubierta por
una fina capa. Por ultimo, se tiene el sistema matricial, en este sistema el material
activo esta disperso en la matriz polimérica. La superficie, puede ser lisa o irregular,
con o sin presencia de poros, que son capaces de hacer que la microcapsula se vea
afectada (Pérez et al., 2013).

Tabla 3. Polimeros utilizados para la encapsulacién de probidticos.

Origen Polisacéaridos
Algas Marinas k-carragenano, alginato
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Plantas Goma arabiga, almidon y sus
derivados, FOS e Inulina

Bacterias Xantano, gelano
Animales Quitosano
Proteinas de origen animal Lactoalbuminas
Almidén N-Lok

Fuente: (Pérez et al., 2013).

2.11 Secado por aspersion como técnica para encapsular bacterias y
simbioticos

La técnica consiste en atomizar una suspension o emulsién, que contenga los

microorganismos a encapsular, es importante mencionar que el material que se

vaya a ocupar debe ser polimérico (Encina et al. 2016). El proceso es conveniente

en términos y requisitos de energia, costos operativos y presenta un alto

rendimiento de proceso; usualmente se utiliza para la encapsulacion de probidticos
(Pinto et al., 2015).

Las microcapsulas obtenidas por esta técnica pueden proteger a los
probioticos contra el efecto del acido clorhidrico del estbmago, lo que reduce de
manera importante el dafio a las células probioticas (Rodriguez, 2017). El material
gue se utiliza como recubrimiento no debe presentar citotoxicidad ni actividad
antimicrobiana (Cook et al., 2012). Ademas, el probidtico microencapsulado debe
mantener la viabilidad en el producto y su liberacion en el intestino tiene que ocurrir
de manera controlada (Corona-Hernandez et al., 2013). Es de destacar que las altas
temperaturas empleadas en el proceso de secado por aspersion pueden estresar a

las células probioticas, disminuyendo su viabilidad (Chen & Chen, 2007).

En la microencapsulacion por secado por aspersion (Figura 4), algunos
prebidticos, como la inulina, se han utilizado ampliamente como material de
recubrimiento o material de pared, para proteger a las células probidticas durante el
secado por aspersion (Bustamante et al., 2015). La inulina es térmicamente estable
y poco soluble debido a su alto grado de polimerizacion (Wada et al., 2005).
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Los probidticos a encapsular deben pasar por la cAmara de secado con un
flujo constante de aire caliente, el cual propicia la evaporacion del agua, logrando
qgue los microorganismos queden adheridos al material encapsulante y esto a su
vez, da origen a la formacion de microparticulas. La velocidad de secado es
relativamente rapida, minimizando el dafio térmico de los microorganismos. Es
necesario que la capsula proporcione una buena proteccion contra el acido

clorhidrico, que causa dafio a las células probidticas (Rodriguez, 2012).

Durante el secado, es importante tomar en cuenta variables como el flujo de
aire, el flujo de alimentacion y las temperaturas de entrada para provocar el menor
dafio posible en los microorganismos. En algunas investigaciones proponen que la
pre-adaptacion de los probiéticos frente a las condiciones de estrés puede ser
controlada afiadiendo polisacaridos protectores en los medios de cultivo, previo al
proceso de secado, esto con el fin de aumentar la recoleccion de bacterias vivas
(Araujo et al., 2015).

Camara de
secado

Recipientes
del producto

-

Figura 4. Partes que integran el secador por aspersion.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones ocasionadas por C. jejuni son una de las principales causas de
gastroenteritis bacteriana en humanos a nivel mundial. Las personas infectadas con
C. jejuni pueden presentar diversos grados de gastroenteritis, que van desde una
diarrea acuosa hasta colitis ulcerosa grave con diarrea inflamatoria en presencia de
sangre. En afios recientes se ha asociado el sindrome de Guillain-Barré, sindrome
de Reiter/artritis, el sindrome del intestino irritable y el cancer colorrectal con este
enteropatdgeno. Por otro lado, en las dltimas décadas, en la poblacion humana y
animal, han aparecido cepas de C. jejuni resistentes a diversos antibioticos,
ocasionando de esta forma, graves problemas de salud publica, ya que se cuenta
con opciones limitadas para su tratamiento. Por lo tanto, es necesario desarrollar
nuevos mecanismos de inhibicidbn en contra de estas bacterias. Investigaciones
recientes han demostrado el potencial de las (BAL) como método de inhibicion
contra microorganismos patdgenos. Las BAL son capaces de producir compuestos
antimicrobianos, los cuales son utiles para inhibir el crecimiento exponencial de
bacterias patdogenas como C. jejuni. Sin embargo, las condiciones adversas del
(TGI) provocan que no se alcance la concentracion minima establecida por la FAO
(>1x108 UFC/g o ml) para generar un beneficio en la salud del huésped, por lo que
es de suma importancia conferir una barrera de protecciébn a estas bacterias,
empleando alguna técnica de encapsulacion. Asociado a ello la adicién de
micronutrientes como los prebiéticos provocan que la viabilidad de las BAL sea
conservada por tiempos prolongados. Al implementar la microencapsulacion de
probiéticos y prebidticos se puede favorecer la supervivencia de los
microorganismos, por tal razén el objetivo de este trabajo es microencapsular
bacterias &cido lacticas en mezcla con prebidticos (simbibticos) y evaluar la
actividad antimicrobiana contra C. jejuni y la viabilidad de las bacterias lacticas

durante el almacenamiento.
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V. HIPOTESIS

Microencapsulados de BAL tendran actividad antimicrobiana contra C. jejuni
in vitro y la viabilidad de las bacterias acido lacticas serd mayor durante el

almacenamiento con el uso de prebioticos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Microencapsular bacterias acido lacticas en mezcla con prebiéticos y evaluar
la actividad antimicrobiana contra C. jejuni in vitro y la viabilidad de las bacterias

lacticas durante el almacenamiento.

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de bacterias &cido lacticas libres y en
mezcla con prebidticos contra C. jejuni.

2. Microencapsular bacterias acidas lacticas en mezcla con prebioéticos usando
el secado por aspersion.

3. Caracterizar los microencapsulados (morfologia, viabilidad (%), resistencia a
pH y a sales biliares similar al del estdmago, actividad de agua, humedad,
actividad antimicrobiana contra C. jejuni in vitro).

4. Evaluar la viabilidad de las bacterias &cido lacticas encapsuladas con y sin
prebibticos después de nueve semanas de almacenamiento a temperatura

ambiente.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Material biologico

La cepa Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 (L20) que se utilizé en este
trabajo se aisl6 de un queso tenate del estado de Hidalgo, México. Ademas, se
emplearon tres cepas mas de BAL pertenecientes al género Enterococcus lactis
UAEH 17 (L17), UAEH 19 (L19) y UAEH 25 (L25) aisladas e identificadas
previamente de diversos quesos del mismo estado (Falfan-Cortés et al., 2021). Por
otro lado, la cepa de C. jejuni subsp. jejuni se adquirio en ATCC con el codigo 33560.
Como prebidticos se utilizé inulina de achicoria (Sigma-Aldrich, Toluca, Mex) y

fructooligosacéridos de achicoria (FOS) (Sigma-Aldrich, Toluca, Mex).

Tabla 4. Tabla de bacterias acido lacticas con potencial probiético empleadas en
el presente trabajo.

Microorganismo Abreviatura

Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 L20

Enterococcus lactis UAEH 17 L17
Enterococcus lactis UAEH 19 L19
Enterococcus lactis UAEH 25 L25

6.2 Evaluaciéon de la actividad antibacteriana de BAL con y sin
prebidticos contra Campylobacter jejuni in vitro

La actividad antibacteriana de las diferentes cepas L17, L19, L20 y L25 contra

C. jejuni se evalu6é usando la técnica de difusion en pozos como lo describe

(Sgouras et al., 2004) con algunas modificaciones. Se utilizd un cultivo de 24 h de

C. jejuni (10% UFC por placa), se sembrd por vertido en placa en agar BHI (BD

Bioxon, México) al 1.2% sin antibi6ticos. Posterior a la solidificacion del agar, con

una pipeta pasteur previamente esterilizada con etanol, se perforaron 4 pozos de 6

mm de diametro sobre el agar, el residuo del pozo fue retirado con ayuda de un asa

bacteriol6gica estéril. En los pozos se colocaron alicuotas de 50 uL de cultivos de
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las cepas L17, L19, L20 y L25 de 24 h de incubacion en caldo MRS adicionado con
inulina o FOS al 0.6%. Se dejo difundir el contenido liquido en el agar durante 2 h.
Las placas fueron incubadas durante 24 h en condiciones microaerdfilas, se
utilizaron paquetes de gas Container Systems (BD GasPak® EZ), en un sistema de
GasPak® System durante 24 h a 37 °C, posteriormente se midieron los didmetros
de las zonas de inhibicion (milimetros) formados alrededor de los pozos con ayuda

de un vernier.

6.3Encapsulacion de BAL mediante secado por aspersion

6.3.1 Preparacion de la muestra

Los cultivos de las cepas L17, L19, L20 y L25 se obtuvieron después de la
activacion mediante dos transferencias sucesivas en caldo a 37 °C durante 24 h.
Posteriormente se obtuvo el paquete celular por centrifugacion a 3500 rpm durante
15 min. El almidon modificado comercial (N-lok) se mezclé con 90 mL de agua
destilada estéril y se homogeneizé con ayuda de un Ultra-Turrax T-Homogenizer
25-Sl a 6000 rpm durante 1 min. Se afadié el paquete celular a la mezcla de
almidon. Finalmente, la mezcla fue homogeneizada a 3600 rpm durante 5 s en un
homogeneizador. El proceso de microencapsulacion se realiz6 de acuerdo a lo

descrito por Hernandez-L6pez et al, 2018).

6.3.2 Proceso de encapsulacion
El proceso de microencapsulacion se realizé con un secador escala laboratorio
marca Buchi modelo B 191 Labortechnik AG (Flawil, Suiza). La temperatura de
entrada se fijo en 100 °C, y la de salida en 62 °C. El flujo de alimentacién del liquido
fue de 4 mL/min y el diametro de la boquilla de 0.5 mm (Hernandez-Lo6pez et al.,
2018). En la Tabla 5 se muestran los tratamientos de bacterias acido lacticas con y

sin probidticos encapsulados mediante secado por aspersion.
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Tabla 5. Tratamientos de bacterias acido lacticas con y sin probioéticos

encapsulados mediante secado por aspersion

TRATAMIENTOS
L17 sin prebiotico
L17 + 0.6% FOS

L19 sin prebiotico
L20 sin prebidtico
L20 + 0.6% FOS
L25 sin prebidtico
L25 + 0.6% inulina

6.4 Caracterizaciéon de las microcapsulas obtenidas por secado por
aspersion
6.4.1 Eficiencia de encapsulacién (%)

El recuento bacteriano de las BAL en las microcapsulas se realiz6 por
triplicado empleando el método de vertido en placa. Se tomd 1 g de microcapsulas
y se colocé en 9.0 mL de diluyente de citrato de sodio al 2% (dilucién 1), con la
ayuda de un vortex, estas fueron solubilizadas. De esta solucion se prepararon 8
diluciones decimales mas en tubos con 9 mL de agua de peptona. Se tomé una
alicuota de 1 mL de las diluciones 107° a 10° y se coloc6 en cajas Petri, para luego
agregarles agar MRS y homogeneizarlas. A continuacién, las cajas fueron
incubadas en posicion invertida a 37 °C durante 48 h y se realizo el recuento de
colonias. Todo este procedimiento se realizé el mismo dia en que se obtuvieron las
microcapsulas. La eficiencia de microencapsulacion, es decir, el porcentaje de
viabilidad de las bacterias encapsuladas, fue calculado empleando la siguiente
formula (Behboudi-Jobbehdar et al., 2013):
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N
% de viabilidad = N—ox 100

Donde N representa el nimero de bacterias viables en las capsulas después del

secado por aspersion y No es el logaritmo de células viables antes del secado.

6.4.2 Determinacién de la humedad (%) y la actividad de agua (aw) de

los encapsulados

Para la determinacidén del porcentaje de humedad de las microcapsulas se
pesé 1 g y se colocaron en una termobalanza (OHAUS, Switzerland). Para la
actividad de agua (aw) se utilizé el equipo Aqua LAB V. 2.2 (Mod. 3TE, Decagon
Devices, Inc., EE. UU.), utilizdndose 1 g de muestra, ambas pruebas se realizaron

por triplicado.

6.4.3 Morfolégica de las microcapsulas por MEB
Las microencépsulas obtenidas se observaron empleando un microscopio
electronico de barrido (MEB) (modelo JEOL IT-300). Las muestras secas se
colocaron sobre un portamuestras, con cinta electroconductiva de carb6n de doble
cara, para posteriormente recubrirlas con oro. Las muestras se analizarona 15 Ay
15 KV.

6.4.4 Resistencia de bacterias acido lacticas encapsuladas a pH 2

Las cepas libres se cultivaron en caldo MRS y fueron incubadas a 37 °C
durante 24 h. Posteriormente, se tom6 1 mL de cada cultivo o 1 g de capsulas, con
una concentracion aproximada de 10° UFC/mL y se afiadieron en un tubo con caldo
MRS ajustado a pH 2 con HCI 0.1 N (Conway et al., 1987). Las muestras se
incubaron a 37 °C por 0, 1.5y 3 h. Como control, se tom6 1 mL del cultivo de BAL
de 24 h o 1 g de capsulas y se inocul6 en tubos que contenian caldo MRS ajustados
a pH 6.5, se efectu6 el conteo de bacterias sobrevivientes por la técnica de vertido

en placa a los tiempos de 0, 1.5,y 3 h.
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6.4.5 Resistencia de bacterias acido lacticas encapsuladas a sales
biliares
Un gramo de microcapsulas o 1 mL de suspension de células libres fueron
transferidos a tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio apropiado con 0.3
g/100 mL de sal biliar y se incubaron a 37 °C. El conteo de células viables se llevd
acaboalas0,1.5y 3h.

6.4.6 Efecto inhibitorio contra C. jejuni después del proceso de
encapsulacion
La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 mediante la técnica de
difusién en pozo (Sgouras et al., 2004). Un gramo de capsulas de cada uno de los
tratamientos simbioticos se disolvié en 9 mL de citrato de sodio al 2%, agitando
durante 5 min, hasta disolver las capsulas completamente. Luego 100 pL de la
suspension (capsula y simbiotico) fueron inoculados en tubos que contenian 3 mL
de caldo MRS e incubados de 18 a 24 h a 37 °C. Se usaron cepas de L17, L19, L20
y L25 libres como control (100% de viabilidad). Como microorganismos indicadores
se emplearon cultivos de 24 h de C. jejuni con una concentracion final de 108 UFC
por caja de cultivo, se sembré por vertido en placa en agar BHI (BD Bioxon, México)
suplementado con 5% de SFB y conteniendo sélo 1.2% de agar-agar. El medio de
cultivo inoculado se dej6 solidificar y sobre el agar se perforaron pozos de 6 mm de
diametro. Por separado, en cada uno de los pozos se colocaron alicuotas de 50 pL
de los cultivos de los diferentes tratamientos simbioticos desencapsulados crecidos
en caldo MRS. Después de que el liquido de los cultivos se absorbid, las placas se
incubaron 24 h en microaerofiia (BD GasPak® EZ) a 37 °C. La actividad
antibacteriana se registr6 como la zona de inhibiciébn (milimetros) libre de

crecimiento alrededor de cada pozo. El estudio se realiz6 por triplicado.

6.5 Estabilidad de las microcapsulas durante el almacenamiento
Se coloco 1 gramo por separado de microcapsulas con y sin prebidticos en
bolsas de plastico herméticamente selladas, que fueron almacenadas a temperatura

ambiente (25 + 2 °C). Posteriormente se determind la sobrevivencia de las bacterias,
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utilizando la metodologia de vertido en placa antes mencionada, se realizé el

muestreo inicial y después de nueve semanas.

6.6 Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizo el Software statistica version 8.0 (StatSoft,
2007). Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, las diferencias entre
medidas se determinaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y las medias

se compararon con empleando la prueba de Tukey a un nivel de confianza del 95%.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Actividad antibacteriana de BAL con y sin prebidticos contra
Campylobacter jejuni in vitro
Al analizar el efecto antimicrobiano de las cuatro cepas de BAL libres y con
prebioticos contra C. jejuni, todas las combinaciones presentaron efecto inhibitorio.
Los diametros de las zonas de inhibicion de las BAL sin prebioticos oscilaron entre
6 y 11 mm (Figura 5). En el caso de L17, el mayor efecto inhibitorio se presentd
cuando se adiciono FOS al 0.6%. Por otro lado, L19 libre presenté mayor efecto
inhibitorio que con la adicion de los prebidticos, esto se puede atribuir a que al
metabolizar los prebioticos, esta cepa no produce algun metabolito que pudiera

producir cuando se encuentra de forma libre, permitiendo la inhibicion del patégeno.

La cepa L20 presentd un efecto sinérgico contra C. jejuni, ya que el efecto
inhibitorio fue mayor cuando se le adicion6 0.6% de FOS (Figura 5). En el caso de
L25, la presencia de inulina favorecid su efecto inhibitorio en comparacién con la
BAL libre o con FOS. De todas las cepas, L17, L19 y L25 mostraron mayor efecto
antibacteriano y la cepa L20 mostré el minimo (Figura 5). En algunos casos se
observd un aumento significativo del efecto inhibitorio de las cepas de BAL contra
el patégeno evaluado, esto se debe a la presencia de alguno de los prebiéticos
utilizados. De acuerdo a los resultados obtenidos, la actividad antimicrobiana
determiné las combinaciones de cepas y de prebibticos a encapsular, siendo

excluida la mezcla L19 adicionada con prebioticos (Tabla 5).

Recientemente se reportd un estudio donde se evalu6 la actividad
antimicrobiana de estas mismas cepas (L17, L19, L20, L25 libres) contra
Escherichia Coli O157:H7, Listeria Monocytogenes, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus Aureus; obteniéndose zonas de inhibicion entre 9 y 19 mm. Para
los patogenos ensayados, la cepa L20 fue la que presentd un mayor efecto
inhibitorio en comparacién con las otras (Falfan-Cortés et al. 2022). Sin embargo,
en el presente estudio no se encontrd6 que esta cepa tuviera el mejor efecto

inhibitorio contra C. jejuni. En varios estudios se ha demostrado que algunos
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compuestos como las bacteriocinas y los acidos organicos, han logran inhibir
algunas especies similares o algunos tipos de microorganismos grampositivos
(Helander et al., 1997).

Las bacteriocinas son metabolitos con una gran actividad antimicrobiana
producidos generalmente por bacterias, tienen la capacidad de formar poros en la
membrana celular de microorganismos patégenos. De igual forma otros
compuestos como los &cidos organicos (acido acético y acido lactico) productos del
proceso metabdlico fermentativo de las BAL pueden inhibir a estos
microorganismos. Por su naturaleza lipofilica los acidos organicos pueden
atravesar la membrana celular, disminuyendo considerablemente las reservas de
energia, descendiendo el pH interno y ocasionando la desnaturalizacion de

proteinas en los patdgenos (Sardoy, 2016).

Libre =0.6% INU =0.6% FOS

1=

[y
o
i

Halos de inhibicion (mm)

O FRP NWHMOUIO N OO

Cepas probidticas

Figura 5. Efecto inhibitorio de BAL con y sin prebioticos contra C. jejuni.

Algunos autores como Fooks & Gibson (2002), evaluaron el efecto inhibitorio
de Lactiplantibacillus Plantarum y Lactobacillus Pentosus contra C. jejuni utilizando
como unica opcion de prebiodtico FOS; en dicho estudio se observd que las zonas

de inhibicion oscilaron entre 5 y 8 mm. Sin embargo, en el presente estudio, las
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zonas de inhibicion contra C. jejuni alcanzaron hasta 11 mm, valores superiores a

lo reportado por los investigadores anteriores.

7.2 Caracterizacion de los microencapsulados obtenidos por secado
por aspersion

7.2.1 Eficiencia del proceso de encapsulacion (EE%), contenido de
humedad (%) y actividad de agua (aw)

Posterior al encapsulado, los polvos obtenidos mediante el secado por
aspersion fueron evaluados para determinar algunas propiedades fisicoquimicas,
como la eficiencia de encapsulacion (EE%), la actividad de agua (aw), y el contenido
de humedad (%). Estas propiedades fueron evaluadas para todos los tratamientos
mostrados en la Tabla 6. En la eficiencia de encapsulacion se queria comprobar si
el prebidtico aportaba algun beneficio extra de proteccion al momento de realizar la
microencapsulacién. Para el caso de L17, el prebiotico demostrd que no ofrecia una
mejor proteccion en comparacion con L17 sin prebidtico. Por otro lado, cuando L20
fue adicionada con FOS al 0.6%, mostré tener un incremento significativo (p<0.05)
en la eficiencia de encapsulacion (EE%), lo cual nos indica que el prebiotico podria
estar otorgando una mayor proteccion durante el proceso de encapsulacion. Por
altimo, L25 no mostré un incremento en la eficiencia de encapsulacion cuando se le
adiciono inulina (Tabla 6). En todos los tratamientos se obtuvieron altas eficiencias

de encapsulacion mayores al 90%.

En cuanto a la actividad de agua de las microcapsulas secadas por aspersion
se obtuvieron valores entre 0.2 y 0.3, mientras que en el contenido de humedad se
obtuvieron valores entre 5.3 y 7.4%. De acuerdo con Tonon et al. (2009), las
microcapsulas con una actividad de agua por debajo de 0.3 presentan mejor
estabilidad durante el almacenamiento. Por otro lado, el contenido de humedad en
las microcépsulas estuvo significativamente influenciado por la temperatura del aire
de secado de entrada y de salida, la composicion y la concentracion de la solucién
de alimentacion (Anandharamakrishnan et al., 2008). Los resultados muestran que
la adicion de FOS exhibié un aumento significativo (p < 0.05) en el contenido de
humedad en comparacion con las BAL encapsuladas solo con N-lok.
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Tabla 6. Eficiencia de encapsulacion (% EE), contenido de humedad (%), actividad

de agua, para los tratamientos de BAL con y sin prebidticos.

Tratamiento % Eficiencia de Actividad de % Contenido de
encapsulado agua humedad
L17 393.9 + 2.7A 0.3+0.0% 5.7+ 0.9%
L17+0.6% FOS 95.3+1.1%8 0.3+0.0% 7.4+0.28
L19 90.8 £ 0.7A 0.3+0.02 5.8+0.38%
L20 97.0+1.8* 0.3+0.0% 5.3+0.44
L20+0.6% FOS 99.7 + 0.7 0.3+0.0" 6.9 + 0.08
L25 90.9 £ 2.94 0.3+0.08 5.5+0.1*
L25+0.6% inulina 91.9+0.4° 0.2+ 0.0 53+0.2"

@ Promedio de tres repeticiones * desviacion estandar *Las distintas letras
mayusculas en cada columna denotan diferencia estadisticamente significativa (p<
0.05).

De acuerdo con lo reportado por Isuiza et al. (2018), los valores del contenido
de humedad y de actividad de agua de los polvos, nos indican que estos
encapsulados pueden ser implementados en alimentos secos como galletas tipo
“saladas” ya que, los valores de estos factores fisicoquimicos son muy similares a

los obtenidos en este estudio.

7.2.2 Caracterizacion morfoldgica de las microcapsulas
La morfologia observada en las microcapsulas fue con cavidades en la
superficie en todos los tratamientos obtenidos. Siendo esta una caracteristica
producida por el proceso de atomizacion y por el resultado de la rapida evaporacion
del agua (Tabla 7).

Autores como Rodriguez-Huezo et al. (2007) y Ying et al. (2010), han
reportado resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion. El
tamafo estimado de las microcapsulas obtenidas en los diferentes tratamientos fue

de = 20 ym. El impacto de la textura de un modelo alimentario que contiene
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microcapsulas obtenidas por secado por aspersion depende del tamafio de dichas

particulas Pérez-Leonard et al. (2013).

Las microcapsulas obtenidas de L20 por secado por aspersion (Tabla 7)
presentaron una forma ovalada con formacion de poros en la superficie, resultado
de la rapida evaporacion del agua, con un tamafio estimado de 9.9 ym. Cuando L20
fue adicionada con 0.6 % de FOS, el tamafio aproximado de las microcapsulas fue
de 11.4 ym. Siendo un factor favorable, ya que de acuerdo con lo reportado por
Pérez-Leonard et al. (2013), la morfologia que tienen estas microcapsulas redondas
u ovaladas, auguran una buena dispersabilidad y pueden ser distribuidas de manera
homogénea en el producto al cual se deseen agregar. La eficiencia del encapsulado
en todos los tratamientos se puede comprobar con las micrografias mostradas en

la Tabla 7, ya que no se observaron bacterias en la superficie de la capsula.

36



Tabla 7. Micrografias de microcapsulas de BAL con y sin prebidtico a (1000X)

obtenidas mediante microscopia electronica de barrido.

_ _ ) Tamarno de
Tratamiento Micrografia (1000X) ]
particula (um)

L17 SIN PREBIOTICO ag8.1+28
e k‘"qu ,‘{“ ; k@
‘i’ J*QJOQ‘J@X WQ y 4
JA ¢ “‘ -l c"&:. -'J 2
L17 + 0.6% FOS 11.2+ 3.2
L19 SIN PREBIOTICO 9.1+6.3
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L20 SIN PREBIOTICO

L20 + 0.6% FOS

99+51

L25 SIN PREBIOTICO

11.4+39
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L25 + 0.6% INULINA

59+21

aPromedio de cinco mediciones + desviacion estandar

7.2.3 Efecto inhibitorio de BAL con o sin prebidticos después de la
encapsulacion

En general las BAL mantuvieron el efecto inhibitorio contra C. jejuni tal y como

se aprecia en la Figura 6. Cabe destacar que tanto L19 y L20 se comportaron de

manera distinta, esto se puede deber a que la capacidad antibacteriana depende de

cada cepa de BAL y de la bacteria patégena objetivo, algunos autores como

Papadimitriou et al., (2016), argumentan que existen cambios metabdlicos

posteriores a la encapsulacidon que reducen la sintesis de productos finales

metabdlicos.
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Figura 6. Comprobacion del efecto inhibitorio de las BAL contra C. jejuni con

0 sin prebidtico después de la encapsulacion.

7.2.4 Resistencia de BAL libres y encapsuladas a pH bajos y a sales
biliares
Como se muestra en la Figura 7, se determind la resistencia de las BAL libres,
encapsuladas con y sin prebiético (tabla 5) a pH 2 y sales biliares (0.3%), a
condiciones similares a las del TGlI, a tiempos controlados de 0,1.5y 3.0 h. Esto con
la finalidad de comprobar si el proceso de microencapsulacion y la adicion de
prebiodticos aportaban proteccién a viabilidad de las BAL. Un factor importante que
afecta la supervivencia de las cepas bacterianas probidticas es el pH; la

supervivencia esta restringida a valores de pH bajos (Dumitru et al., 2021).

En la Figura 7 se puede apreciar que L17, libres y encapsuladas, después de
3 h de exposicion a pH 2, mantuvieron una sobrevivencia alrededor de ~ 6 a 8 Log
UFC/mL o g. Las bacterias libres tuvieron mayor resistencia al pH bajo en
comparacion con las encapsuladas con o sin el prebiotico. Ya que, a las 3 h, el
efecto disminuyé de manera considerable tanto en las encapsuladas con o sin

prebiodticos, por lo que para esta bacteria la microencapsulacién no presenté
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ventaja, al ser evaluada en estas condiciones. Sin embargo, para las bacterias L19,
L20 y L25, los resultados fueron favorables con la encapsulacion y la adicion del

prebiotico.

Para L19 (Figura 7), se observo que tuvo un comportamiento diferente al de
L17, ya que el proceso de encapsulamiento logré6 mantener la viabilidad de la BAL
hasta las 3 h de exposicion a pH 2. En la Figura 8 L19 libre y encapsulada mantuvo
su viabilidad alrededor de 6 Log UFC/g posterior a 3 h de exposicidn a sales biliares.

En el caso de L20, se aprecia un efecto completamente diferente en
comparacién con L17 y L19, ya que el tratamiento con FOS al 0.6% fue el que
presenté mayor resistencia a condiciones de bajo pH a lo largo de las 3 h de
exposicidén, en comparacion con el tratamiento en donde se expuso a L20 libre y
encapsulada sin prebidtico. Esto se puede atribuir a que los fructooligosacaridos le
estan proporcionando otra barrera de proteccion adicional a la microencapsulacion.
Sin embargo, cuando los diferentes tratamientos de L20 fueron expuestos a sales
biliares (Figura 8), se observd que L20 encapsulada fue la que presento la mayor

sobrevivencia a deferencia de los otros tratamientos.

Por dltimo, se puede apreciar en la Figura 7 que L25, al igual que L20, tuvo
una mayor resistencia a pH 2 en presencia de FOS, este mismo comportamiento se
observd cuando se expuso a sales biliares. Con esto se confirma que L25 con el
prebiético mantiene su sobrevivencia posterior a lo largo de las 3 h de exposicion.
Segun lo reportado por Pupa et al. (2021), después de exponer cinco diferentes
cepas de BAL encapsulas por secador por aspersion a condiciones similares a las
del TGI alcanzaron concentraciones por encima de 6 Log UFC/g, resultado similar
al que se obtuvo en el presente estudio. Se ha reportado que los prebidticos a su
vez logran reducir la produccion de bilis y también estos estimulan la hidrolasa de
sales biliares (BSH). La BSH hidroliza los acidos biliares conjugados glico- y tauro-
desoxicolicos, los cuales conducen a la desconjugacion de estos acidos biliares (Ooi
& Liong, 2010).
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Figura 7. Sobrevivencia de a) L17, b) L19, c) L20 y d) L25, libres, encapsuladas con y sin prebiéticos a pH 2 a tiempo 0,
1.5y 3h.
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7.2.5 Viabilidad de las BAL microencapsuladas con y sin prebiéticos
durante el almacenamiento
El recuento de la viabilidad de las BAL encapsuladas con y sin prebidticos, se
realizo posterior al secado por aspersion, esto se llevé a cabo, por medio del método
de vertido en placa. En la Figura 9 se presenta la concentracion bacteriana de las
BAL encapsuladas con y sin prebidticos, donde To es la viabilidad posterior al
proceso de secado y Tf es la viabilidad después de nueve semanas. En el caso de
L17, se observo que en presencia de inulina al 0.6%, después de nueve semanas
de almacenamiento, se mantuvo la concentracién, mientras que en comparacion
con el tratamiento sin inulina, es este caso se presentd una reduccion significativa

en la viabilidad.

L19 fue Unicamente analizado sin prebidticos, ya que los resultados anteriores
esta BAL mostraron que esta bacteria tiene mayor resistencia y efecto
antimicrobiano sin prebi6ticos, este comportamiento se podria deber, muy
probablemente a los metabolitos que produce sin los prebiéticos. En la Figura 8 se
observa que la viabilidad disminuyé de manera significativa después de las nueve

semanas. Sin embargo, la concentracion se mantiene alrededor de 9 Log UFC/g.

En cuanto a la viabilidad de L20, después de las nueve semanas de
almacenamiento, se aprecid (Figura 9) una diferencia significativa en ambos
tratamientos. De acuerdo a lo descrito por Hernandez-Lopez et al. (2019), quienes
evaluaron esta misma cepa encapsulada bajo las mismas condiciones, hallaron que
después de 9 semanas de almacenamiento a 30 °C, estd llego tener una
concentracion de ~4 Log UFC/g. Con L25 se observo (Figura 9) un comportamiento
similar a L19, en donde para los dos tratamientos evaluados existié una diferencia
significativa en la viabilidad posterior a las nueve semanas de almacenamiento. Las
BAL que tuvieron una mayor estabilidad y viabilidad fueron L17 y L19, ya que estas
presentaron la mejor resistencia posterior al almacenamiento de nueve semanas.
Esto nos indica que el prebidtico aplicado con L17 esta ayudando a la funcionalidad
y viabilidad de la BAL. Podemos argumentar que en este estudio, la BAL que tuvo
una mejor resistencia a sales biliares y pH bajos fue L25, ademas de ser la BAL que
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presentd el mayor efecto inhibitorio contra C. jejuni, esto se puede deber a que la

capacidad antibacteriana de esta cepa es mayor en comparacion de las otras 3 BAL.

7.2.6 Morfologia de las BAL microencpsuladas con y sin prebioticos
después del almacenamiento
En las Figuras 10 y 11 se pueden apreciar las micrografias de los diferentes
tratamientos encapsulados después de las nueve semanas de almacenamiento a
temperatura ambiente. Todas las microcapsulas mantuvieron su forma esférica, con
presencia de algunas concavidades. Las concavidades son tipicas de productos
obtenidos por secado por aspersion. Como también lo observaron Hernandez-
Lépez et al. (2018), quienes encapsularon L. paracasei UAEH20 con N-lok y
evaluaron su viabilidad después de doce semanas a temperatura de 4y 30 °C.

Las microcépsulas, en general no mostraron grietas o fracturas visuales en
sus superficies. Por lo tanto, podria garantizar una mayor proteccion de los
microorganismos probidticos a lo largo del almacenamiento (Rajam &

Anandharamakrishnan, 2015).

Las microparticulas producidas con inulina y fructooligosacaridos presentaron
una forma regular y una superficie con muchas concavidades caracteristicas del
secador por aspersion. Desde un punto de vista comercial, es importante mantener

la estabilidad del polvo atomizado durante la vida util.
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Figura 9. Graficos de las BAL sin y con prebio6tico después de 9 semana de almacenamiento a 25+ 2 °C
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Figura 10. Micrografias obtenidas por MEB (1500X) de microcapsulas después de nueve semanas de almacenamiento

de a) L17 sin prebidtico b) L17+0.6% Inulina y ¢) L19 sin prebidtico.
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Figura 11. Micrografias obtenidas por SEM (1500X) de microcapsulas después de nueve semanas de almacenamiento de
a) L20 sin prebidtico b) L20+0.6% fructooligosacaridos, c) L25 sin prebidtico y d) L25+0.6% Inulina.
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VIIl. CONCLUSIONES

La encapsulaciéon mediante el secado por aspersion y la adicion de prebidticos
(inulina o FOS) incrementa a las BAL (L17, L19y L25) el efecto antibacteriano contra
C. jejuni.

En general, los prebioticos (inulina o FOS) al 0.6% incrementan la eficiencia
de encapsulacién de L17, L20 y L25 de forma significativa (p < 0.05)

El proceso de encapsulacion mediante secado por aspersion de todos los
tratamientos es eficiente de acuerdo a las micrografias obtenidas mediante MEB.

El afecto inhibitorio de las cuatro BAL contra C jejuni se mantuvo después del
proceso de secado por aspersion. La microencapsulacion y la adicion de prebioticos
ofrecieron proteccion a las BAL contra las condiciones adversas similares a las TGl

a las que fueron expuestas.

Las BAL mantuvieron una viabilidad por encima de los 8 Log UFC/g después
de las nueve semanas de almacenamiento. L25 microencapsulada con inulina, fue

la BAL que obtuvo los mejores resultados en la mayoria de las pruebas in vitro.

Las cepas de E. lactis tienen un elevado potencial para ser empleadas como
coadyuvante en el tratamiento de Campilobacteriosis. Sin embargo, es importante

continuar realizando pruebas tanto en animales como en humanos.
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