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Resumen

Este trabajo se engloba dentro del proyecto BIOTAGUT (modulacion del microbioma y del
postbioma mediante el disefo inteligente de alimentos promotores de una microbiota saludable
en relacion con el sindrome metabolico) aprobado por el Ministerio de Ciencia, Innovacion y
Universidades a través de CDTI (Centro para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial).

El objetivo del presente trabajo es poner a punto un método analitico que permita caracterizar de
forma sencilla y rapida el potencial prebiotico in vitro de ingredientes y/o extractos vegetales,
previamente seleccionados en el marco de este proyecto y, que han sido facilitados por tres
empresas del sector agroalimentario, entendido dicho potencial como la capacidad para estimular
el crecimiento de bacterias presentes habitualmente en la microbiota coldénica humana tales como
las pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (ej: L. casei, B. breve, etc.).

Para establecer la metodologia adecuada (temperatura y tiempo de incubacion, medio de cultivo,
dosis de extracto, etc.), se ha empleado como control positivo la inulina Orafti-GR, que procede
de achicoria y ha sido reconocida por la EFSA (European Food Safety Authority) como molécula
con actividad prebidtica. Concretamente, las bacterias colonicas se han incubado en presencia de
distintas concentraciones de inulina Orafti-GR y se ha monitorizado el crecimiento bacteriano a
lo largo del tiempo mediante el registro de la densidad optica a 600nm (placa microtiter). Una vez
establecidas las condiciones experimentales y siguiendo la metodologia desarrollada, se evaluara
la capacidad de los ingredientes y/o extractos vegetales para promover el crecimiento de las
bacterias colonicas.

Palabras clave: Probidticos, Prebidticos, microbiota gastrointestinal, metodologia “in vitro”



Abstract

This Final Degree Project (FDP) is closely related to the so called BIOTAGUT project
(Modulation of the microbiome and postbiome by the intelligent design of food promoters of a
healthy microbiota in relation to the metabolic syndrome). A competitive research project
approved and supported by the Ministry of Science, Innovation and Universities of Spain, through
CDTI (Center for Industrial Technological Development).

The main objective of this FDP is to set up a fast and simple in vitro method that measure the
prebiotic potential of these ingredients or extracts, previously characterized in BIOTAGUT
project, which are kindly provided by three outstanding agri-food companies. This potential is
understood as their ability to stimulate the growth of some bacteria that are present in human
colonic microbiota (e.g. Lactobacillus and Bifidobacterium genera).

For the purpose of establishing this methodology (temperature, incubation time, dosage, etc.) we
have used Orafti-GR inulin as a positive control. This molecule, derived from chicory, is
recognized by EFSA (European Food Safety Authority) as an active prebiotic molecule.
Specifically, colonic bacteria were incubated with different concentrations of Orafti-GR inulin,
and the microbial growth was measured by registering the optical density at 600 nm (microtiter
plate). Once the experimental conditions were established and the method was set up, we will
evaluate the ability to promote the growth of some colonic bacteria by means of the selected
ingredients or vegetal extracts.

Key words: Probiotics, Prebiotics, Gastrointestinal microbiota, “in vitro” methodology
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Abreviaturas y acronimos empleados

En este apartado se detallan las abreviaturas y acronimos utilizados en este trabajo, asi como sus
correspondientes significados:

AOAC: Asociacion de comunidades analiticas
BAL: bacterias lacticas

CECT: coleccion espaiiola de cultivo

DO: densidad oOptica

FAO: Food and Agriculture Organization

FD: fibra dietética

FOS: Fructooligosacaridos

GIT: tracto gastrointestinal

GOS: Galactooligosacaridos

IBD: enfermedad inflamatoria intestinal
ISAPP: International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
SCFA: acidos grasos de cadena corta

SGF: fluido gastrico simulado

SIF: fluido intestinal simulado

SSF: fluido salival simulado

UFC: unidades formadoras de colonias



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

Un alimento funcional se define como aquel que, ademas de satisfacer las necesidades
nutricionales basicas, proporciona beneficios para la salud o reduce el riesgo de padecer
enfermedades (Olagnero et al., 2007). En la actualidad, los consumidores estan cada vez mas
concienciados de la relacion existente entre la dieta y la salud, lo que ha impulsado el desarrollo
y la comercializacion de una nueva generacion de alimentos con alto valor afiadido (alimentos
funcionales).

La elaboracion de los alimentos funcionales se rige por el Reglamento de la UE: (CE) n® 258/97.
Dicho reglamento se refiere a nuevos alimentos y nuevos ingredientes alimentarios, los cuales se
definen como “alimentos ¢ ingredientes alimentarios que no han sido usados para el consumo
humano de forma significativa dentro de la Comunidad antes de la entrada en vigor de esta ley”.
Ademas, el Consejo y el Parlamento Europeo establecieron una nueva normativa acerca del uso
de alegaciones nutricionales y de salud. Dicho reglamento establece normas armonizadas para la
utilizacion de alegaciones tales como “bajo contenido en grasa”, “alto contenido en fibra” y
“ayuda a bajar el colesterol”, en base a los perfiles nutricionales de los correspondientes productos

alimentarios.

Actualmente, existe una gran variedad de compuestos que tienen una determinada actividad
funcional y que podrian utilizarse como ingredientes alimentarios o suplementos dietéticos. Sin
embargo, son Unicamente cinco las categorias en las que se clasifican:

»  Fitoquimicos

»  Probioticos

> Prebidticos

> Acidos grasos poliinsaturados
»  Péptidos/proteinas bioactivas

El conocimiento de la composicion y actividad de la microbiota intestinal es muy importante para
poder conocer el efecto que estos ingredientes ejercen sobre el organismo. (Cardelle Cobas, 2009)

1.2. MICROBIOTA GASTROINTESTINAL

Las bacterias que habitan en el tracto gastrointestinal (GIT) humano constituyen un verdadero
ecosistema que va variando en cada tramo del intestino, tanto en nimero como en composicion
de las especies que lo constituyen (Figura 1). En los tramos intestinales altos, el pH es bastante
acido por lo que la colonizacion es similar a la del estdmago. Segin se avanza en el intestino
delgado, disminuye la acidez debido a la dilucion de los acidos y a la presencia de sales biliares,
lo que facilita la colonizacion bacteriana que aumenta en el colon dando lugar a que mas de la
tercera parte del contenido en materia seca de las heces sean bacterias.

De todas las especies bacterianas, unas son beneficiosas y otras patdgenas, por lo que la actividad
metabolica de las mismas puede tener un efecto tanto positivo como negativo en nuestra salud.
Por lo tanto, el mantenimiento de un balance adecuado en el ecosistema a favor de las bacterias
beneficiosas es fundamental para nuestro organismo.

Las bacterias indeseables incluyen, entre otras, especies del género Clostridium y Veillonella.
Estas especies originan sustancias potencialmente perjudiciales tales como productos
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putrefactivos, toxinas y carcindgenos que pueden causar efectos como diarrea, infecciones, dafios
en el higado, carcinogénesis y putrefaccion intestinal. (Cardelle Cobas, 2009). También existen
especies que contribuyen a varias enfermedades patologicas, trastornos, incluida la enfermedad
de Crohn y la colitis ulcerosa, que son los dos tipos principales de enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD). Estas enfermedades se caracterizan por una inflamacion persistente de la mucosa
a diferentes niveles del GIT.

Las bacterias beneficiosas incluyen principalmente especies del género Lactobacillus, bacterias
englobadas dentro de las bacterias lacticas (BAL) y del género Bifidobacterium, ambas juegan
papeles basicos en funciones nutricionales y en la prevencion de enfermedades. La microbiota
intestinal realiza muchas funciones diferentes, entre ellas cabe destacar: nutricion [fermentacion
de sustratos no digeribles que produce la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA),
absorcion de iones, produccion de aminoacidos y vitaminas, etc.]; proteccion (el efecto barrera
evita la invasion por parte de microorganismos extrafios/patogenos); y efectos troficos sobre el
epitelio intestinal y el sistema inmunolédgico (desarrollo y homeostasis de la inmunidad local y
sistémica). (Cardelle Cobas, 2009)
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Escherichia coli a2 - {)
Eubacterium spp C_L . ) 3
Escherichia coli Ileon - -
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Figura 1 Distribucién y composicion de diferentes especies bacterianas en el GIT (Cardelle Cobas, s. f.)
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Como ya se ha adelantado, ademas de la absorcion y la digestion, el GIT también presenta la
funcién de defensa del huésped mas grande del cuerpo. En la Figura 2 se muestra la clasificacion
de las especies bacterianas presentes en el GIT en funcion del efecto que ejercen sobre la salud:

FLLORA BACTERIANA

III I I Efectos perjudiciales

10*

Células/g heces

Efectos beneficiosos

Figura 4 Clasificacion de la flora bacteriana en funcion de sus efectos beneficiosos y perjudiciales sobre la

salud (Cardelle Cobas, 2009)

1.3. PROBIOTICOS

Los probioticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como suplemento en
la dieta, afectan de forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el intestino. (Ronald
Ross & R. Preedy, 2016). Los probioticos estimulan las funciones protectoras del sistema
digestivo y son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se utilizan,
entre otros efectos, para prevenir infecciones entéricas y/o gastrointestinales. Para que un
microorganismo pueda ser considerado como probiotico, debe cumplir los siguientes criterios (de
las Cagigas Reig & Blanco Anesto, 2002):

Ser aislado de la misma especie que su huésped previsto

Tener un efecto beneficioso demostrable sobre el huésped

No ser patégeno

Ser capaz de sobrevivir a través del GIT

Ser estable durante el proceso de produccion, comercializacion y distribucion

La lista de microorganismos probidticos contintia creciendo e incluye, segiin numerosos estudios
realizados, cepas de BAL tales como Lactobacillus y Bifidobacterium, Streptococcus salivarus y
otras cepas no patdgenas de microorganismos patogenos (ej: E. coli Nissle 1917) (Wu, Zhang,
Ren, & Ruan, 2017) (Sonnenborn, 2016) (Ku, Park, Ji, & You, 2016).
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Las acciones de los probidticos son utiles para ayudar al GIT a descomponer azicares y
carbohidratos para promover la buena digestion, estimular el sistema inmunoldgico, mantener el
pH intestinal adecuado y competir con éxito con los patogenos. Las bacterias probidticas
presentan funciones diferentes entre ellas. Mientras que algunas modulan la microflora intestinal
y previenen la diarrea, otras refuerzan la pared intestinal al desplazar a los microorganismos
patogenos, lo que ayuda a prevenir su adhesion al intestino humano (Watson & Preedy, 2016). A
continuacion, se muestra una tabla de efectos Probioticos clinicos en humanos:

Tabla 1 Efectos clinicos estudiados de los géneros bacterianos del GIT Lactobacillus y Bifidobacterium
sobre la salud humana (Figueroa Gonzalez, 2007)

Género Especie Efecto clinico
Lactobacillus , Reduccion en el tiempo de la duracion de la diarrea por
reutert . . .,
rotavirus. Colonizacion del GIT
. . Inhibicion de bacterias patogenas, adhesion a las células
acidophilus

intestinales humanas

Modulacion de la flora intestinal, efectos positivos en
casei tratamientos contra el cancer, disminuciéon de la
actividad enzimatica en las heces fecales

Bifidobacterium Exclusion competitiva de E.coli, inhibicion de E.coli de
longum . . .
la superficie de la mucosa intestinal humana
) Reduccion de la duracion de la diarrea y aumenta la
bifidum . .
respuesta inmunologica
1.4. PREBIOTICOS

Los primeros estudios sobre prebioticos demostraron, en cultivos in vitro utilizando como indculo
heces humanas, que ciertos oligosacaridos no digeribles [fundamentalmente fructooligosacaridos
(FOS)] eran fermentados selectivamente por bifidobacterias y que ademas, tenian la capacidad de
estimular su crecimiento. Los resultados de estas investigaciones fueron confirmados por Gibson
y Roberfroid, investigadores que propusieron la primera definicion de prebidtico: “Es un
ingrediente alimentario no digerible que afecta beneficiosamente al hospedador al estimular
selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado numero de especies bacterianas
en el colon, y que por lo tanto mejora la salud” (Corzo et al., 2015).

Posteriormente, estos investigadores revisaron y ampliaron este concepto y definieron de nuevo
los prebioticos como: “ingredientes que producen una estimulacion selectiva del crecimiento y/o
actividad(es) de uno o de un limitado numero de géneros/especies de microorganismos en la
microbiota intestinal confiriendo beneficios para la salud del hospedador” (Corzo et al., 2015).

Diferentes organismos internacionales tales como la Food and Agriculture Organization (FAO)
de Naciones Unidas y la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP) definieron, posteriormente, los prebidticos como: “ingredientes alimentarios que al ser
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fermentados selectivamente producen cambios especificos en la composicion y/o actividad de la
microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del individuo” (Corzo et al., 2015).

Los prebioticos son indigestibles por las enzimas humanas y por ello sirven como alimento en el
intestino para los microorganismos colonizantes beneficiosos. Al proporcionarles sustrato, se
favorece el crecimiento de los miembros mas beneficiosos de la microbiota para que crezcan y
metabolicen los alimentos (Scott, s. f.).

1.4.1 Utilizacién de prebidticos por la microbiota intestinal

Dado que la microbiota del intestino grueso puede dar lugar a compuestos beneficiosos para la
salud, actualmente existe un gran interés en implantar dietas que promuevan el crecimiento de
estos grupos bacterianos. En la siguiente Figura (Figura 3) aparecen especificados los principales
metabolitos generados por acciéon de los microorganismos en el intestino grueso a partir de
algunos sustratos ingeridos en la dieta. Indicar que en negrita y subrayados se resaltan los
metabolitos originados por accién microbiana tras la metabolizacion de carbohidratos prebidticos.

SUSTRATOS DE LA DIETA Y PRODUCIDOS POR EL
PROPIO HUESPED
Polisacdndos 'L
Proteinas y
Eptidos
Oligosaciridos & el
* Aminodcidos
Monosacdridos Fermentaci i
bacteriana
Productos finales Muasa bacteriana
¥
CH, l H, ll.attnm l Hl.‘:i l Aminas l
= T C0, : NH Fenoles/
Etanol : Succinato : Indoles
‘ SCFA BCEA ‘
Absorcion o metabolismo por el huésped
O XCrecidn por respiracion, heces y orina

Figura 3 Esquema de los sustratos de la dieta y los metabolitos resultantes de la fermentacion
bacteriana (Harish & Varghese, 2006)

Tras la ingestion de un alimento se originan gases tales como H2, CO2y CH4 que no tienen efectos
negativos, con la excepcion de producir flatulencia e hinchazon; y SCFA, ademas de lactato, que
son beneficiosos tanto para la microbiota intestinal (disminuyendo ligeramente el pH), como para
las células intestinales (que necesita estos SCFA para obtener energia). El etanol producido es
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metabolizado rapidamente por otras bacterias intestinales y no ejerce ningun efecto en el
hospedador. También se generan SH2, BCFA y NHs3 por el metabolismo de las proteinas, que
tienen efectos negativos sobre el individuo. Por esta razon, una excesiva fermentacion de las
proteinas, especialmente en el colon, se ha relacionado con enfermedades tales como cancer de
colon o enfermedades inflamatorias del intestino. Por todo lo expuesto, es muy importante
favorecer la utilizacién de los carbohidratos prebidticos en el intestino grueso (Harish &
Varghese, 2006).

1.4.2 Oligosacaridos como prebidticos

Los oligosacaridos no digeribles son los tnicos compuestos que pueden ser considerados como
prebidticos segun numerosos estudios realizados (Krumbeck, Maldonado-Gomez, Ramer-Tait, &
Hutkins, 2016) (Wilson & Whelan, 2017) (Laurell & Sjoberg, 2017). Entre ellos se encuentran
componentes como Fructooligosacaridos (FOS), Galactooligosacaridos (GOS) y fibra
dietética (inulina). Para que una sustancia (o grupo de sustancias) pueda ser definida como
prebidtica debe cumplir los requisitos siguientes:

Ser de origen vegetal

Formar parte de un conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas
No ser digerida por las enzimas digestivas

Ser parcialmente fermentada por las bacterias colonicas

Ser osmdticamente activa

Los prebioticos pueden usarse como suplementos alimenticios, proveyendo a los consumidores
de una manera facil de aumentar el consumo de fibra dietética. Los suplementos claramente
etiquetados pueden espolvorearse directamente sobre los alimentos, disueltos en bebidas o
tomando capsulas, tabletas o productos masticables. Debido a que los prebioticos mas
cominmente disponibles son solubles en agua y completamente transparentes en ella, se
incorporan facilmente a la mayoria de los alimentos y no pueden detectarse.

Los alimentos especiales, como las bebidas para deportistas, los polvos para perder peso, los
sustitutos de comidas con proteinas listas para tomar y las barritas nutricionales, proporcionan
una forma popular para que las personas obtengan fibra prebiotica. Estos alimentos a menudo
contienen FOS, alguna forma de inulina o almidon resistente por su contenido en fibra y sus
ventajas prebioticas (Watson & Preedy, 2016).

1.4.3 Fibra dietética (FD)

En general, se reconoce que la FD es una parte esencial de la alimentacion humana. Toda la FD
llega al intestino grueso sin haber sido transformada digestivamente. Las bacterias del colon, con
sus numerosas enzimas digestivas de gran actividad metabolica, la pueden digerir en mayor o
menor medida dependiendo de su composicion quimica y su estructura hasta azicares mas
sencillos.

La FD se puede clasificar segiun diferentes criterios: origen botanico, naturaleza quimica de sus
componentes, peso molecular (Figura 5), grado de viscosidad, etc.
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Figura 4. Clasificacion de la fibra dietética segun su peso molecular

Sin embargo, desde el punto de vista funcional y nutricional resulta mas practica la clasificacion

que relacionada las caracteristicas que determinan sus efectos beneficiosos para la salud: la
solubilidad en agua y la capacidad de ser fermentada por la microbiota del colon. Atendiendo a
estas caracteristicas hablamos de fibra insoluble y fibra soluble (Figura 5):

Fibra insoluble: son compuestos que debido a su composicion quimica presentan una
escasa capacidad para retener agua y crear asi soluciones viscosas tanto en el estomago
como en el intestino delgado. Este tipo de fibra actia principalmente en el intestino grueso
aumentando el peso y el volumen de las heces, 1o que provoca una aceleracion del transito
intestinal y, por consiguiente, un efecto laxante. En comparacion con las fibras solubles,
son como norma general, menos susceptibles a ser fermentadas por accion de la
microbiota. Forman parte de este grupo: la celulosa, algunas hemicelulosas, la lignina y
el almidon resistente (Carbajal & UCM, 2018).

Fibra soluble: son compuestos que forman soluciones muy viscosas en agua tanto en el
estdbmago como en el intestino delgado debido a su capacidad para retener agua. Son
capaces de ralentizar el vaciamiento gastrico y una vez que abandonan el estomago y
llegan al colon son, en general, altamente fermentables por la microbiota colonica
desencadenando numerosos efectos beneficiosos (ver apartado 1.5. Forman parte de este
grupo: las gomas, mucilagos, pectinas, determinadas hemicelulosas, la inulina, los FOS
y los GOS (Carbajal & UCM, 2018).
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Mas del 50% de la fibra consumida es degradada en el colon, el resto es eliminada con las heces

Figura 5 Clasificacion de la FD segun su grado de solubilidad y capacidad de fermentacion por accion de
la microbiota colénica (Carbajal & UCM, 2018).

Hay que destacar que todos los tipos de FD (excepto lignina) pueden ser fermentados por las
bacterias coldnicas, siendo las solubles fermentables en mayor proporcion que las insolubles.

Como ya se ha comentado anteriormente, la inulina es un ejemplo de compuesto prebidtico.
Constituye un ingrediente alimenticio natural, extraido de las raices de la achicoria y se encuentra
presente en otras plantas como la cebolla, el ajo o el esparrago. Este compuesto modula
positivamente la fisiologia del sistema gastrointestinal, fundamentalmente en cuanto al aumento
del peso de las heces y la frecuencia de evacuacion intestinal. Actualmente se estudian otros
efectos como el aumento de la absorcion de calcio, la estimulacion del sistema inmunoldgico y la
reduccion del riesgo de cancer de colon.

La fibra inulina Orafti Beneo, procedente de las raices de la achicoria, es la tinica fibra dietética
reconocida por la EFSA (European Food Safety Autorithy) como prebiotica (Véase ficha técnica
en Anexo 1). Segln el estudio realizado por esta entidad, esta inulina totalmente fermentable tiene
la capacidad de aumentar la frecuencia de los movimientos intestinales y, por lo tanto, mejorar la
funcion intestinal. La inulina resiste la hidrodlisis y la absorcion en el intestino delgado humano,
pero alcanza el intestino grueso esencialmente completo, donde se fermenta a SCFA, lactato y
gases por accion de las bacterias coldonicas. Esto se acompana de un aumento en la masa celular
bacteriana y un mayor contenido en agua en la digesta. De esta manera, la inulina Orafti-GR
conduce a heces mas blandas y facilita la excrecion, asi como a un aumento en la frecuencia de
los movimientos intestinales. Segun el estudio realizado, para obtener el efecto reivindicado, se
deben consumir diariamente 12 gramos de “Inulina nativa de achicoria” (EFSA, 2015).

1.4.4 Polifenoles

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura molecular
caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Estos compuestos podemos
denominarlos polifenoles y se originan principalmente en las plantas. Numerosos estudios han
avalado las propiedades biologicas de los polifenoles (Schroeter et al., 2006) (Pérez-Vizcaino,
Duarte, Jimenez, Santos-Buelga, & Osuna, 2009) (Bravo, 1998). Estos efectos son
fundamentalmente consecuencia de sus propiedades antioxidantes que pueden usualmente
justificar sus acciones vasodilatadoras y vasoprotectoras. Los polifenoles son, en realidad, los
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principales antioxidantes de la dieta, y su ingesta es 10 veces superior a la de la vitamina C y 100
veces superior a la de la vitamina E o los carotenoides. Algunos alimentos destacan por su alto
contenido en polifenoles, como los tés (Figura 6). Los polifenoles del té (flavonoides
epigallocatequina galato muestran una fuerte capacidad antioxidante in vitro, y su efecto es hasta
5 veces mas efectivo que el de la vitamina C o E (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).

(—)-epicatechin (EC) (+)-catechin (CT) (—)}-epigallocatechin (EGC)
OH H OH
OH OH OH
HO O_ » HO O, . HO O
OH
"on oH *OH
OH OH OH

(—)epicatechin pallate (EGC) (—)-epigallocatechin gallate (EGCG)
OH OH

OH OH
HO O & HO O&F
0 0 Ot
':.O O 77.’) OH
OH OH
OH OH
OH OH

Figura 6 Estructuras quimicas de los principales polifenoles presentes en el t¢ (Quality aspects of
coffees and teas: Application of electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy to the
elucidation of free radical and other processes).

1.5. SIMBIOTICOS

La combinacién de prebioticos con probidticos se ha definido como simbidtico. (de las Cagigas
Reig & Blanco Anesto, 2002). Los prebidticos constituyen el sustrato fundamental de las bacterias
probioticas, y las sinergias potenciales entre los probioticos y los prebidticos se han considerado
eficientes debido a la mejora de la supervivencia y a la implantacion de suplementos dietéticos
microbianos vivos en el tracto gastrointestinal. Los prebidticos pueden estimular el crecimiento
de cepas especificas y por tanto contribuir a la instalacién de una microflora bacteriana especifica
con efectos beneficiosos para la salud (Watson & Preedy, 2016).

Un ejemplo de este sinergismo lo constituye la relacion de la cantidad de fibra dietética en la dieta
con respecto a los cambios en determinadas poblaciones de la microflora intestinal: una dieta
pobre en fibra puede producir cambios en la ecologia de la microflora intestinal y una disminucion
en la poblacion de Lactobacillus. Es un compromiso el desarrollo de alimentos funcionales que
aporten carbohidratos no digeribles que puedan proporcionar cantidades 6ptimas de sustrato para
la nutricion y desarrollo de las bacterias del colon, activando la produccion de SCFA, acido lactico
y energia (de las Cagigas Reig & Blanco Anesto, 2002). La siguiente Tabla (Tabla 2) resume los
resultados obtenidos en algunos estudios en los que se ha analizado el efecto sinérgico
(simbidticos) mencionado anteriormente.
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Tabla 2 Ejemplos de estudios realizados con prebidticos y su relacion con los microorganismos probidticos
(Corzo et al., 2015) (Figueroa Gonzalez, 2007)

Estudio Desarrollo y resultados

Fermentacion in vitro de Secompar6 la fermentacion in vitro de la inulina con carbohidratos de

inulina por bacterias que referencia mediante la medicion de los productos finales formados en

crecen en el intestino grueso el cultivo. Los datos sobre crecimiento bacteriano mostraron que la

humano inulina ejercid6 un efecto estimulante sobre los géneros de
Bifidobacterias, mientras que mantiene las poblaciones de patdogenos
potenciales (E.coli y Clostridium) en niveles bajos.

Seleccion de Bifidobacteriasy En este experimento se siguieron los cambios en las poblaciones de

Lactobacillus en un cultivo BAL durante un periodo de 21 dias. El recuento microbiano mostrd

continuo utilizando FOS que la poblacién de Bifidobacterias y Lactobacilos se increment6 del

como sustrato 1,9%eneldial a98,1% en el dia 21. Las Bifidobacterias mantuvieron
niveles de entre 10-20% respecto a la poblacion total en los primeros
6 dias mientras que los niveles de lactobacilos estuvieron bajos; tras 9
dias de ingesta de FOS, la poblacion de lactobacilos alcanzo niveles
altos (20-42%) permaneciendo asi hasta el dia 21.

1.6. POSTBIOTICOS

El término postbidtico hace referencia a la idea de incluir todas las moléculas funcionales
bioactivas que pueden ser utilizadas o producidas por la comunidad bacteriana para promover la
salud. Los postbioticos producidos por la microbiota intestinal pueden ser metabolitos tales como:

- SCFA. Esta bien establecido que estos acidos desempefian un papel critico en la salud del
colon, particularmente en el mantenimiento del revestimiento epitelial. Su presencia
abundante es critica para la renovacion y diferenciacion de las células epiteliales
coloénicas. También se han realizado estudios acerca de sus efectos antitumorales en lineas
celulares de cancer de colon. (Patil, Sawant, Hauff, & Hampp, 2018).

- Indol procedente del aminoacido triptofano (Hu¢, Nowinski, Drapala, Konopelski, &
Ufnal, 2018).

—  Acido gamma-aminobutirico (neurotransmisor) del dcido glutamico (Li & Cao, 2010).
- Compuestos polifendlicos (Kim et al., 2018).

- Otros compuestos funcionales

1.7. APTITUD PREBIOTICA DE INGREDIENTES ALIMENTARIOS.
METODOS PARA CUANTIFICARLA

La aptitud prebiotica de ingredientes alimentarios es la capacidad que tienen los mismos para
poseer un efecto prebiodtico sobre el individuo que los ingiere. Se han desarrollado un gran niimero
de modelos para evaluar la fermentacion intestinal de los prebioticos previamente caracterizados
(origen, fuente, pureza, composicion quimica y estructura). En la Figura 7 resume las diferentes
fases a seguir para evaluar y validar el caracter prebiotico de un compuesto (escrutinio, validacion
y demostracion). En primer lugar, se realizan estudios in vitro con el objetivo de seleccionar el/los
sustrato/s con mayor potencial prebiotico. A continuacion, los sustratos previamente
seleccionados seran validados en modelos animales. Finalmente, el sustrato seleccionado sera el
candidato para llevar a cabo los estudios de intervencién en humanos que permitan evaluar su
eficacia en el lugar de accion y demostrar cientificamente su capacidad prebiotica. La FAO indica
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que debe de realizarse una caracterizacion funcional del prebidtico mediante la utilizacion de
diferentes modelos (Corzo et al., 2015).

Sustratos con potencial prebidtico

\ Escrutinio: modelos in vitro
\\\ * Fermentacidn por cepa tinica (probidticos)
% * Fermentacidn por homogeneizados fecales (microbiota)
N = Cultivo discontinuo (pH no controlado)
= Cultivo continuo (pH controlado)
% + Simple (condicion tnica)
Ny ¢ Miiltiple (“gut model™)

N Demostracion:
% humanos

Sustrato prebidtico

'

Comercializacion

Figura 7 Hoja de ruta para la cuantificacion de la aptitud prebidtica de
ingredientes alimentarios (Corzo et al., 2015).

1.7.1 Modelos in vitro

Para estudiar la biodegradacion de compuestos con potencial prebiotico, el modelo mas simple
consiste en evaluar el comportamiento de cultivos simples definidos, generalmente pertenecientes
a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en presencia del sustrato a valorar. Uno de los
objetivos de este estudio es poner a punto un método para evaluar la aptitud prebiotica in vitro de
determinados ingredientes alimentarios (extractos/ingredientes vegetales).

Para ello es necesario considerar previamente algunos aspectos, entre ellos: qué especies
bacterianas van a ser evaluadas, cuales son sus condiciones de cultivo idoneas (medios de cultivo,
temperatura, aeracion, etc.) y realizar sus correspondientes curvas de crecimiento para
caracterizar las distintas fases del crecimiento bacteriano (latencia, crecimiento exponencial,
estacionaria y de muerte celular). Y de este modo poder comparar el comportamiento de las
bacterias seleccionadas (entendido como crecimiento) en presencia y ausencia del
extracto/ingrediente vegetal cuya potencialidad prebiotica se quiere testar.

Para ello, hay que tener en cuenta las bacterias que van a utilizarse y realizar sus curvas de
crecimiento correspondientes en su medio idoneo. De esta manera, podran compararse los
resultados de dicha curva con los que se obtengan al emplear otros ingredientes y posteriormente
analizarlos (Corzo et al., 2015).
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Digestion in vitro

Los alimentos, en el organismo, sufren un proceso de digestion antes de llegar al GIT. Por esta
razén, consideramos que para poder cuantificar de forma mas realista la potencial aptitud
prebiotica de los extractos vegetales/ingredientes seleccionados era recomendable simular
previamente su digestion a escala de laboratorio. Por ello decidimos incluir en el ensayo una etapa
anterior de digestion in vitro.

Si bien es cierto que la presencia de compuestos bioactivos en la dieta, tales como la fibra dietética
y los polifenoles, esta relacionada con los beneficios descritos anteriormente en el apartado 1.4,
su repercusion sobre la salud depende del estado bioquimico en el que llegan al torrente sanguineo
y a los tejidos. El proceso de digestion conlleva una serie de cambios en los macro y
micronutrientes condicionando asi, su biodisponibilidad final. Por ello, resultan de gran interés
los ensayos de digestion in vitro, dado que los resultados obtenidos son reproducibles y de costo
bajo.

1.7.2 Modelos in vivo

Los ensayos in vivo con animales de experimentacion son utiles para confirmar el efecto de los
prebidticos sobre la dinamica y actividad de la microbiota intestinal. El modelo mas empleado es
el de roedor, en el que se suministra el sustrato prebidtico a los animales por via oral, en agua, en
la comida o por sonda gastrica. Durante el periodo de intervencion se recogen muestras de heces
a distintos tiempos para analizar la dinamica de la microbiota intestinal. Finalmente, si asi lo
requiere el ensayo, se sacrifican a los animales y se procede al analisis completo del contenido
intestinal, contenido cecal y tejidos.

Por otro lado, se han empleado animales libres de microorganismos (germ-free) que se colonizan
con microbiota humana, permitiendo de este modo estudiar in vivo el efecto de potenciales
prebioticos, considerando, ademas, las consecuentes diferencias debidas al organismo animal.

Para completar los estudios que permiten demostrar cientificamente la eficacia de los prebidticos,
es necesario llevar a cabo estudios en seres humanos (ensayos clinicos). Actualmente, existe la
metodologia para evaluar distintos tipos de respuestas digestivas (Corzo et al., 2015):

Intraluminales (volumen de gas o heces, productos metabolicos, composicion/actividad
metabolica de la microbiota)

Sensitivas (cognitiva, hedonista)

Motoras (motilidad, transito)

Funcién de membrana (secrecion-absorcion)

Hay que recalcar que todos los ensayos in vivo deben realizarse de acuerdo a la normativa legal y

ética vigente a nivel regional, estatal o internacional segun sea el ambito de aplicacion y, bajo la
supervision del correspondiente Comité Etico autorizado para tal efecto.
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es poner a punto un nuevo método in vitro para cuantificar la aptitud
prebidtica de vegetales/ingredientes de distinto origen vegetal basado en medidas
espectrofotométricas.

Como objetivos especificos del estudio se plantean los siguientes:

1. Caracterizacion del crecimiento (parametros cinéticos) de las bacterias propuestas como
indicadoras: L. acidophilus, L. reuteri, L. gasseri, L. casei, B. breve 'y B. longum.

2. Digestion in vitro de los extractos/ingredientes vegetales

3. Definicion de los pasos del método de ensayo in vitro y de las condiciones experimentales
para cuantificar la aptitud prebiotica.

El resultado que se espera obtener del trabajo realizado es, en primer lugar, poner a punto el
método “in vitro” para cuantificar la aptitud prebiotica de ingredientes/extractos vegetales,
establecer las condiciones experimentales adecuadas para el crecimiento de las bacterias de
interés, estudiar su comportamiento frente a las posibles variables que afectan a la técnica y
optimizar el proceso.

El éxito del estudio es conseguir que la puesta a punto tenga la mayor reproducibilidad posible
para las mismas condiciones de trabajo, asi como la optimizacion del mismo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron los microorganismos detallados en la Tabla 3. Todas
las bacterias se conservan en crioviales almacenados en ultra congelador (Sanyo MDP-U7386S
N° 08060089) a -80°C hasta su uso.

Tabla 3 Microorganismos utilizados en este estudio

Microorganismo Origen Condiciones de cultivo Fuente

Lactobacillus acidophilus ~ CECT' 903 MRS; 37°C; anaerobiosis Heces humanas

Lactobacillus casei CECT 475 MRS; 37°C; anaerobiosis Queso
Lactobacillus gasseri CECT 4479 MRS; 37°C; anaerobiosis Boca humana
Lactobacillus reuteri CECT 925 MRS; 37°C; anaerobiosis  Intestino adulto
Bifidobacterium breve CECT 4839 MRS; 37°C; anaerobiosis Intestino adulto

Bifidobacterium longum LMG? 13197 MRS; 37°C; anaerobiosis  Intestino infantil

ICECT: Coleccion espaifiola de cultivo
2LMG/BCCM: Belgian coordinated collections of microorganisms

3.2. Medios de cultivo!

Como medios de crecimiento de las diferentes especies de Lactobacillus se utilizaron:

MRS caldo suministrado por la firma Merck KGaA (medio liquido).
MRS agar suministrado por la firma Merck KGaA (medio s6lido).

Como medio de crecimiento de las diferentes especies de Bifidobacterium se utilizaron:

LSM caldo. Este medio se formula empleando MRS (90% v/v) e Iso-Sensitest Broth (10
%v/v), este ltimo, suministrado por la firma Oxoid. La mezcla se suplementa con 0.3
g/L de cisteina. Ante la dificultad de encontrar medios de cultivo liquidos especificos
para el cultivo de Bifidobacterias, se decidio emplear este medio de cultivo recomendado
en la ISO 10932 [Leche y productos lacteos: determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de los antibidticos aplicables a las Bifidobacterias y BAL del
no enterocodcicas] para el crecimiento de este grupo bacteriano.

LSM agar. LSM caldo suplementado con 15 g/L agar bacteriologico

Bifidobacterium agar suministrado por la firma BD Bioscience

El MRS caldo y LSM caldo se emplearon para preparar los cultivos bacterianos liquidos
denominados precultivos (10 mL) y suspensiones bacterianas (50 mL) (Figura 8), asi como para
la realizacion de las curvas de crecimiento y las rectas recuento microbiano (UFC/mL) vs
densidad optica (DO) (“rectas de calibrado o rectas patrén’), mientras que el MRS agar, LSM
agar y Bifidobacterium agar se emplearon para realizar agotamientos por estrias, réplicas y
recuentos microbianos en placa.

! La composicion nutricional de todos los medios de cultivo aparece recogida en el Anexo 2.
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Para el estudio de la aptitud prebidtica se utilizaron dos medios de cultivos tanto para
Lactobacillus como para Bifidobacterium: PYF sin fuente de carbono y PYF con fuente de
carbono. Todos los medios se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante y una vez
formulados, se esterilizaron en la autoclave a 121°C durante 20 minutos (modelo HI CLAVE HG
80, 230V). Una vez atemperados se emplearon en los ensayos antes especificados.

3.3. Suspensiones de trabajo

A partir del criovial almacenado en congelacion (-80°C) se sembraron mediante la técnica de
agotamiento por estrias, placas de MRS agar (cepas del género Lactobacillus) y de
Bifidobacterium agar (cepas del género Bifidobacterium). A continuacion, se incubaron en cabina
de anaerobiosis (Macs va500 microaerophilic workstation) durante 24-48h a 37°C (+- 1°C) en
presencia de la siguiente composicion de gases (90% N2, 5% H2 y 0,05% CO2). A partir de una
colonia aislada se prepararon los precultivos. Para ello, se sembraron frascos estériles que
contenian 10 mL de medio de cultivo (MRS caldo para Lactobacillus y LSM para
Bifidobacterium) y se incubaron durante 24h en condiciones antes indicadas. Una vez transcurrido
ese tiempo y habiéndose llegado a la fase exponencial o estacionaria temprana, se determina la
concentracion del cultivo bacteriano mediante recuento en camara de Thoma (BRAND GMBH +
CO KG 717805) empleando para ello un microscopio Nikon eclipse 50i. Este recuento se realiza
con el fin de inocular un volumen exacto tal que la concentracion bacteriana inicial en el cultivo
(botella con 50 mL medio de cultivo) sea 10%ufc/ml (Figuras 8 y 9). El volumen necesario que
hay que inocular se calcula aplicando la siguiente formula:

Vi-[1=V2-[]2

Donde V, es el volumen de la botella denominada “cultivo” (50 mL), [ ], es 10%ufc/ml, [ ], es la
concentracion del pre-cultivo (botella con 10 mL de medio de cultivo y que se calcula mediante
recuento en camara Thoma) y V2 el volumen desconocido (a afiadir a partir del pre-cultivo al

e 5
e / 27 Q

5—“

Criovial Estrias Precultive Suspension
37°C/24h 37°C/24h

Figura 8 Metodologia utilizada para la obtencion de suspensiones en fase estacionaria.

20 ml
/ Dilucion 1/10
Q .-
.

Precultivo Dilucion 1/100 }\ﬁcrosco.piu
37°C/24h

[11 = Media de recuentos en el cuadrante - (4 - 10%) - Factor dilucién

Figura 9 Metodologia utilizada para el recuento en camara de Thoma.
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3.4. Curvas de crecimiento microbiano

Para elaborar las curvas de crecimiento se parte una solucion de trabajo denominada “cultivo” y
obtenida segun las indicaciones recogidas en el apartado anterior.

Una vez inoculado el medio de cultivo (botella 50 mL), se tomaron muestras a intervalos de
tiempo previamente establecidos (0, 2, 4, 6, 8, 14, 16, 18, 20, 24, 26, 28, 38, 48 horas).
Concretamente, se tomaron 0,1 mL de muestra para la realizacion de las correspondientes
diluciones seriadas en BPW (0,1%) y posterior recuento microbiologico y 2 mL para la medicion
de pH. Una vez realizadas las diluciones, las muestras se sembraron en superficie en placas de
Petri que contenian los medios de cultivo indicados en anteriormente (apartado 3.2). A
continuacion, las placas se incubaron durante 24-48 horas a 37°C en la cabina de anaerobiosis y
el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL (UFC/mL) se cuantificé a partir de
los recuentos obtenidos en cada placa correspondiente a cada dilucion, de al menos dos diluciones
seriadas consecutivas. Los resultados de las curvas de crecimiento se muestran representando el
logaritmo del numero de UFC/mL frente al tiempo de incubacion en horas o dias.

3.3.1 Medida de la densidad 6ptica (DO)

La medida de la densidad optica se ha realizado tanto para monitorizar el crecimiento de los
cultivos bacterianos como para construir las “rectas patron” de los distintos microorganismos (ver
apartado 5.2.)

La densidad éptica es una magnitud fisica que mide la absorciéon de un elemento Optico por
unidad de distancia para una longitud de onda. Un cultivo bacteriano actiia como una suspension
coloidal ya que absorbe o transmite la luz que pasa a través de ¢l. Cuando las bacterias se
multiplican en un medio liquido, éste se torna turbio, y esta turbidez se mide en el
espectrofotometro. La medida de la absorbancia de un cultivo a distintos tiempos monitoriza la
curva de crecimiento de una poblacion bacteriana en sus distintas fases, considerando que, dentro
de ciertos limites, la dispersion de la luz es proporcional a la masa de cultivo.

Concretamente, la absorbancia se determiné a una longitud de onda de 600 nm en un
espectrofotometro UV-Visible (Jasco V-530) empleando cubetas desechables (Brad; Cat No 7590
15). Como blanco se emplearon los medios de cultivos sin inocular y se consideré que la
linealidad en la medida se mantenia hasta valores de absorbancia de 0.8-1.0. Alterativamente y
para los ensayos de evaluacion de la actividad prebidtica (apartado 3.6.), las mediciones se
realizaron en placa microtiter (Mikrotestplatte 96 Well.LF SARSTEDT) en un lector de placas
ELISA (Multiskan Ascent. Thermo Labsystems)

3.3.2 Medida del pH

Las BAL y las Bifidobacterias, a medida que van creciendo, metabolizan los nutrientes presentes
en el medio de cultivo a través de vias fermentativas dando lugar, entre otros compuestos, a
metabolitos acidos como el acido lactico y/o el acido acético. Como consecuencia de esta
produccion, el medio de cultivo se acidifica y se produce un descenso del pH.

Para medir el pH, se pipetean 2 mL de la muestra en un tubo de ensayo y se mide el valor
directamente en el pH metro previamente calibrado (Crison GLP 21).
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Suspension Pipetus Tubo de ensayo en
oradilla

Figura 10 Metodologia utilizada para la medida del pH

3.3.3 Recuento de colonias bacterianas en placa

El recuento de colonias bacterianas en placa es una de las técnicas microbioldgicas mas utilizadas
para determinar el niimero de células viables en una muestra (Figura 11). Los pasos para la
realizacion del recuento microbioldgico son los siguientes:

1.

Suspension

Dilucion de la muestra en una solucion tamponada (BPW 0,1%) y a continuacion,
realizacion de diluciones decimales seriadas.

Siembra de la muestra en superficie. A no ser que se especifique lo contrario, se afiaden
100 pL de muestra por placa y se extienden con el asa de siembra (siembra en superficie).

Incubacion de las placas de los medios de cultivo seleccionados en las condiciones
indicadas en la Tabla 3.

Recuento de UFC. Elegir, de entre todas las placas, las correspondientes a aquella
dilucién o diluciones que presentan un numero de UFC entre 30 y 300 en la superficie
del agar.

Determinacién del nimero de microorganismos viables presentes en la muestra original
aplicando la formula: n° colonias en placa * Factor de dilucion * volumen de muestra
sembrado

Lo 60 i o

OO

AEa g | .
L

Diluciones seriadas Incubacion Recuento en placa

v siembra en placa 37°C, 24h, anaerchiosis 30-300 colonias

Figura 11 Metodologia utilizada para el recuento en placa.

3.3.4 Modelo de Gompertz. Modelo matematico para ajustar las curvas de crecimiento y
obtener parametros cinéticos

Existen diversos modelos matematicos que permiten predecir la velocidad de crecimiento de los
microorganismos bajo determinadas condiciones ambientales (factores). Algunos de los
principales factores que afectan el crecimiento microbiano son la temperatura y el pH, por lo que
deben tenerse en cuenta para lograr una determinada prediccion. La aplicacion de modelos
matematicos se realiza en dos etapas principales:
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1. Modelado de la curva de crecimiento de un microorganismo
2. Descripcion de la variacion de los distintos parametros que afectan a dicha curva

Los modelos matematicos se clasifican en 3 niveles: Primario, secundario y terciario. El modelo
utilizado en este proyecto, Modelo de Gompertz, se encuentra en el primero de ellos. Este nivel
se caracteriza por describir cambios en el nimero de microorganismos en funcion del tiempo. El
modelo de Gompertz presenta una ecuacion que es muy util en la industria alimentaria ya que
logra predecir la duracién y seguridad de los alimentos, asi como determinar la estabilidad
microbiana de nuevos productos alimenticios y ayudar en la evaluacion de posibles riesgos para
la salud. (Cardenas, Giannuzzi, Noia, & Zaritzky, 2017)

1) a- Modelo de Gompertz:

=
T

Log(UFC/g)
- N W s n > N &0 ¥
T T T

Tiempo(Hs)

Figura 12 Parametros correspondientes a la curva de crecimiento en el Modelo de Gompertz.
(Cardenas, Giannuzzi, Noia, & Zaritzky, 2017)

La ecuacion de Gompertz es una funcion doble exponencial basado en 4 parametros que describen

una curva sigmoidea asimétrica:

Donde:

Log N= A+C exp{- exp[-B(t-M)] }

Log N: logaritmo decimal de los recuentos microbianos [log UFC/ml] al tiempo t(h).

A: logaritmo de los recuentos cuando el tiempo decrece indefinidamente.
Aproximadamente equivale al logaritmo del recuento inicial de bacterias (log UFC/mL)
C: logaritmo de los recuentos cuando el tiempo se incrementa indefinidamente (es el
numero de ciclos logaritmo de crecimiento). Es la diferencia entre el valor mas alto y mas
bajo de la asintota.

M: tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento.

B: velocidad de crecimiento méaxima relativa al tiempo M.

De estos parametros se deriva la velocidad especifica de crecimiento (n = B.C/e), la duracion de
la fase de latencia [LPD = (M-1)/B] y la maxima densidad de poblacion (MPD = A+C).
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Una vez obtenidas las curvas de crecimiento de los distintos microorganismos evaluados en el
proyecto se emple6 el complemento de Excel denominado Solver para realizar la modelizacién
de dichas curvas y obtener los parametros propios de la ecuacion de Gompertz (ver apartado 5.1.).
Se considerd que un ajuste perfecto al modelo se obtenia cuando el valor del coeficiente de
correlacion (R?) estaba proximo a 1, mientras que para el caso del error cuadréatico medio (RMSE)
el valor debia estar proximo a 0.

3.5. Extractos vegetales

3.5.1 Caracterizacion nutricional de los extractos vegetales?

La capacidad antioxidante total in vitro se determindé mediante espectrofotometria. La técnica
cuantifica la pérdida de coloracion violeta del radical DPPH+ cuando este entra en contacto con
una sustancia oxidante (reaccion redox). Como patrén para la calibracion externa se utiliza Trolox
(analogo de vitamina E). De forma complementaria y para algunos extractos, se cuantificaron los
compuestos fenolicos libres y combinados mediante espectrofotometria UV-VIS a través de una
reaccion colorimétrica con el reactivo Folin-Ciocalteu (750 nm).

La FD ha sido cuantificada empleando los métodos oficiales de la AOAC (Association Of
Analytical communities).

Tabla 4 Caracterizacion funcional de los extractos vegetales/ingredientes del proyecto

Empresa 3 Extracto Caracteristicas relevantes
E1l.1
E1.2
Empresa 1 E13 Rico en fibra
El4
E1.5
E2.1
E2.2
E23
E24
E3.1
E3.2
E33
E34

Empresa 2 Alta capacidad antioxidante

Empresa 3 Alto contenido de polifenoles

3.5.2 Digestidn in vitro de los extractos vegetales

El procedimiento de digestion in vitro esta basado en el articulo “INFOGEST static in vitro
simulation of gastrointestinal food digestion” (Brodkorb et al., 2019) y se resume en la figura 13.
Se divide en 3 etapas: 1) Preparacion de la muestra (pesada del extracto/ingrediente y dosificacion

2 Esta caracterizacion se ha realizado por el personal de CNTA dentro del marco del proyecto BIOTAGUT
de forma independiente al desarrollo de este TFG. Sin embargo, se ha considerado relevante incluir un
breve resumen de estos resultados porque contribuye a entender porque estos extractos/ingredientes podrian
a actuar como potenciales moduladores de la microbiota intestinal.

3 Los nombres de las empresas y de los extractos aparecen codificados porque se trata de datos
confidenciales propiedad de las empresas.
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en el alimento funcional); 2) Digestion, que consta a su vez de 3 fases (oral, géstrica e intestinal)

y; 3) Tratamiento de muestra.

< Step
'-E + Perform enzyme activity and bile assays 1
g Prepare SSF, SGF and SIF stock solutions 2
52_ + Perform pH-test adjustment experiment 4
9 Mix Food with SSF (1:1, (wifwt)) 7-12
8 #Include CaCl, (1.5 mM in SSF) 13
T:{ = Add salivary amylase, if necessary (75 U/mL) 14
O * Incubate while mixing (2 min, 37 °C,pH7) 15, 16

ﬁ « Mix oral bolus with SGF (1:1 (vol/vol)) 17,18
‘S =+ Include CaCl, (0.15 mM in SGF) 19
'§ = Add pepsin, gastric lipase (2,000, 60 W/mL) 20, 21
(% » Incubate while mixing (2 h, 37 °C, pH 3.0) 22-24
§ » Mix gastric chyme with SIF (1:1 (volival)) 25, 26
< +Include bile (10 mM bile salts) 27
“g * Include CaCl, (0.6 mM in SIF) 28
'E « Add pancreatin (trypsin activity 100 U/mL) 29
€ *Incubate while mixing (2 h, 37 °C, pH 7.0)  30-32

Sampling

+ Sampling procedure and sample
treatment (Table 1)

Figura 13 Esquema del procedimiento de digestion in vitro.

Para la preparacion de la digestion in vitro, es necesario determinar previa y experimentalmente
la actividad de todas las enzimas digestivas y las concentraciones de sales biliares, utilizando los
ensayos estandarizados recomendados para tal efecto.

Ilustracion 1 Digestion in vitro de té de
guarana (Fase Gastrica)

En esta figura se muestra el equipo para realizar
digestion “in vitro”. Concretamente, el equipamiento
es: bafio termostatizado (37°C en este caso), pH metro
y matraz esférico esmerilado de fondo plano de 3
bocas. El extracto se prepara en funcion del método de
consumo habitual (tipo de tratamiento térmico,
precocinado, etc.) y de la dosis en la que estd presente
en la formulacién del alimento (Ej: 10 g/L) para poder
afiadirlo al matraz de digestion de forma que se
asemeje lo maximo posible a la realidad. Por una de las
entradas del matraz se introduce la sonda de
temperatura y por la otra, la sonda de pH para medir de
manera continua el pH y poder ajustarlo en funcion de
la etapa de digestion en la que nos encontremos.
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Tabla 5 Caracteristicas principales de las fases de digestion oral, gastrica e intestinal.

FASE Oral Gastrica Intestinal
Duracion 2 min 120 min 120 min
Enzimas o amilasa Pepsina y lipasa gastrica Enzimas
P yIpasa g pancredticas

Bifer Fluido salival simulado Fluido géstrico simulado Fluido intestinal

" (SSF) (SGF) simulado (SIF)
pH 7 3 7

Dilucién del alimento 1:1 Dilucion del bolo oral 1:1  Dilucién del

(p/p) con SSF, sin enzima (v/v) con SGF y pepsina quimo gastrico 1:1
(ya que no hay almidon (Sin lipasa gastrica, ya que (v/v) con SIF, sales

como sustrato en los no hay triglicéridos en los biliares y
Procedimiento extractos vegetales extractos pancreatina. Se

empleados/ingredientes),  vegetales/ingredientes incuba bajo

masticacion simulada del empleados). Se incuba bajo agitacion

alimento mediante agitacion magnética magnética durante

agitacion magnética. durante 2h. 2h.

El ultimo paso del procedimiento involucra el tratamiento de la muestra, almacenamiento y
posterior analisis. En este caso, los extractos digeridos son sometidos a un proceso de liofilizacion.
Los digeridos se liofilizan con el fin de obtener una muestra homogénea, manejable a la hora de
preparar soluciones, y de mantenerlos intactos con el paso del tiempo (Esto se debe a que los
liofilos se guardan en congelacion a -80°C).

3.6. Puesta a punto de la metodologia de evaluacion de aptitud prebiotica

3.6.1. Preparacion de las suspensiones bacterianas

La metodologia desarrollada se detalla a continuacion (Figura 14). En primer lugar, a partir de un
cultivo puro de cada una de estas cepas (colonias aisladas en estrias) se prepararon los
correspondientes pre-cultivos (ver apartado 3.3.).

Pasado el tiempo de incubacion (24 horas, 37°C en anaerobiosis), el cultivo se centrifugd
(Centrifuga SORVALL ST 40R Thermo Scientific) y el pellet bacteriano se lavo con medio de
cultivo PYF sin fuente de carbono para eliminar los restos de medio de cultivo rico en fuente de
carbono y otros nutrientes (procedentes del pre-cultivo). Esta operacion se repitido en dos
ocasiones.

A continuacion, el pellet se resuspendio en un determinado volumen de medio PYF sin fuente de
carbono y se determind su concentracion (UFC/mL) mediante recuento en camara de Thoma para
poder preparar las correspondientes suspensiones bacterianas (20 mL) a una concentracion de
10%ufc/mL.
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5@ T

Precultive Falcon Centrifuga “Pellet™ Lavado
=5 L : ;
37°C/24h 4700 rpm; 20 min Eliminacién PYF sin carbono
sobrenadante 10 mL
= EE

—_— m _— l . -‘ R ._-'.-,'.

Centrifuga Resuspension Cdmara Thoma Suspensidn
4700 rpm; 10 min PYF sin carbono PYF sin carbono (20 ml)

10 mL, 2 - 105ufe/mL

Figura 14 Metodologia utilizada para preparar las suspensiones bacterianas utilizadas en el ensayo de
cuantificacion de aptitud prebidtica

3.6.2. Rectas de calibrado

La mayoria de los métodos analiticos contemplan una etapa de calibracion en la que se relaciona
la respuesta instrumental (absorbancia en el caso de este estudio) con la propiedad que se esta
buscando, recuento microbiano en este caso concreto, mediante un modelo de linea recta. Este
modelo consiste en encontrar la recta de calibrado que mejor se ajuste a una serie de n puntos
experimentales, donde cada punto se encuentra definido por una variable x (concentracion del
analito de interés) y una variable y (respuesta instrumental: absorbancia). La recta de calibrado
esta definida por una coordenada en el origen (n) y una pendiente (m), a través de la ecuacion:

y=mx-+n

La validacion de un modelo es tan importante como su establecimiento. De acuerdo con eso, se
confirmara que el modelo es adecuado para la finalidad mediante la comprobacion del coeficiente
de determinacion r2. En este estudio se consideraron como validos los valores comprendidos
entre 0,90 y 0,99. El procedimiento seguido para realizar las rectas de calibrado de los
microorganismos de interés es el siguiente (Figura 15):

Se sembraron mediante estrias por agotamiento cada una de las bacterias y se incubaron en
anaerobiosis durante 24 horas a 37°C. A partir de una colonia aislada, se prepararon los pre-
cultivos. Se incubaron en condiciones de anaerobiosis durante 24 horas a 37°C y una vez crecidos
se realizaron las suspensiones bacterianas en el medio PYF con fuente de carbono. Se incubaron
las suspensiones en las mismas condiciones, y una vez que crecieron se centrifugaron a 4700 rpm
durante 10 minutos para obtener el pellet. Se re suspendio el pellet en el medio limitante PYF sin
fuente de carbono, se prepararon las soluciones a las concentraciones [1/2, 1/3, 1/5, 1/6, 1/10,
1/25, 1/50, 1/70 y 1/100] y se midi6 la absorbancia a 620 nm. Estos datos se representaron en una
grafica de dispersion y se obtuvo la ecuacion de la recta que sera nuestra recta de calibrado.
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Figura 15 Metodologia utilizada para las rectas de calibracion

3.6.3. Preparacion de las soluciones inulina GR Beneo

Durante la puesta a punto del método, las soluciones de inulina evaluadas fueron: 0.5, 1, 2, 4, 6,
8, 10, 12 y 14% (p/v). Finalmente, una vez optimizado el procedimiento y como control interno
en cada tanda de analisis, se incluy6 tnicamente la solucién de inulina al 14% p/v

Todas las soluciones de inulina se prepararon concentradas 2X (ej. 6%, 8%, etc. respectivamente)
en medio PYF sin fuente de carbono y se filtraron por filtro de 0,22 micras para esterilizarlas. En
aquellos casos en los que fue necesario (soluciones mas concentradas), estas fueron previamente
filtradas a través de un filtro de 0,45 micras para evitar la colmatacion de los filtros.

3.6.4. Evaluacion de la actividad prebidtica (puesta a punto)

Una vez obtenidas las suspensiones bacterianas (ver apartado 3.6.1.) y las soluciones de inulina
(ver apartado 3.6.3.) se procedié a evaluar propiamente la actividad prebidtica. Para ello, en
primer lugar, a cada pocillo de la placa microtiter se anadieron 100 uL de la suspension bacteriana
ajustada a 2-10°ufc/mL y 100 uL de la solucién de inulina del % p/v. A continuacion, la placa se
incubd a 37°C en anaerobiosis y se midio la absorbancia a 600 nm a tras 24, 48 y 72 horas de
incubacion en un lector de placas ELISA.

Varios ensayos tuvieron que repetirse ya que los resultados obtenidos no fueron los esperados.
Esto resulto debido a pequefias modificaciones en la preparacion de las soluciones de inulina y a
contaminaciones producidas que impidieron continuar con algunos de los ensayos. Se realizaron
varias repeticiones en dias diferentes para comprobar el posible error producido por la
manipulacion del técnico, el estado de la inulina o el material tedricamente estéril, posibles
contaminaciones ambientales, etc.

Para combatir estas contaminaciones y asegurar una completa esterilidad ambiental, los tltimos
ensayos se realizaron en la cabina de seguridad bioldgica, tal y como se muestra en la Ilustracion
2. Por otro lado, para combatir los problemas identificados con la preparacion de las soluciones
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de inulina, éstas fueron preparadas de manera idéntica en los ltimos ensayos: Pesado de inulina,
adicion de los 20mL de PYF sin fuente de carbono, vorteado y filtrado inmediato de cada una.

el

Ilustracion 2 Preparacion de la placa microtiter con las soluciones de inulina y las suspensiones bacterianas
empleando la pipeta multicanal

La siguiente figura muestra la cabina de seguridad biologica en uno de los ensayos realizados.
Las soluciones de Inulina se vortean y homogenizan antes de ser afiadidas a los pocillos de la
placa microtiter y se utiliza la pipeta multicanal para agilizar el trabajo. Es necesaria una
concentracion absoluta, ya que cualquier pequefio movimiento descuidado de la pipeta puede
derivar en contaminaciones cruzadas entre pocillos y dar resultados erroneos de DO.

3.7. Analisis estadistico

Se realizd un analisis de la varianza de un factor (ANOVA) para comprobar las posibles
diferencias significativas que existen entre el efecto prebidtico que presenta la concentracion del
14% de inulina frente al control (0% de inulina). Para ello, se empleo el complemento de Excel
denominado Analisis de datos.

Se estableci6 la existencia de diferencias significativas con un intervalo de confianza del 95%,
siendo el nivel de significacion 0=0,05. Un valor inferior al nivel de significacion determiné la
presencia de diferencias significativas, mientras que uno superior indico la ausencia de las
mismas. Cuanto menor fue el valor de probabilidad (p-valor), mayores diferencias significativas
hubo y por lo tanto, mayor efecto prebiodtico presento la inulina frente a la bacteria estudiada.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental realizado en el laboratorio permitié determinar los siguientes objetivos:

= Poner a punto un método para evaluar la aptitud prebiotica de ingredientes alimentarios
in vitro.
= Determinar los parametros cinéticos de las bacterias en estudio

Las bacterias del GIT son organismos independientes, por lo tanto, presentan comportamiento
diferente. Es posible que un extracto vegetal promueva el crecimiento de alguna bacteria, pero no
de otra y viceversa. Para establecer la metodologia adecuada (temperatura y tiempo de incubacion,
medio de cultivo, dosis de extracto, etc.), se empled como control positivo la inulina Orafti-GR,
procedente de achicoria y reconocida por la EFSA (European Food Safety Authority) como
molécula con actividad prebidtica. Como la EFSA no especifica qué porcentaje especifico de
inulina promueve el crecimiento de las bacterias del tracto gastrointestinal, se probaron distintas
concentraciones de ésta (p/v); 0%, 0,5%, 1%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 12% y 14%; con las
bacterias seleccionadas para el estudio y se escogieron las mas adecuadas para el ensayo. Esta
puesta a punto fue basada en el articulo “Evaluation of Prebiotic Effects of High-Purity
Galactooligosaccharides in vitro and in vivo ”’(Ki Bae et al., 2016).

Para la puesta a punto del método se realiz6 el siguiente disefio experimental (Figura 16):

» 6 bacterias seleccionadas: L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. gasseri, B. breve y B.
longum

» 14 ensayos

»  Mismo nimero de réplicas por cada bacteria

» 10 concentraciones diferentes de solucion de inulina para cada bacteria

1 2 3 4 5 (1] 7 8 9 10 11 12
ST 0% 0,5% 1% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14%
inulina
Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio
Medio Medio
0% 0.3% 1% 2% 4% 6% 3% 10% 2% 14%%
Medio Medio
07s 0.3% 1% 2% 4% 6% % 10%% 2% 14%%
Medio Medio
07s 0.3% 1% 2% 4% 6% % 10%% 2% 14%%
Medio Medio
07s 0.3% 1% 2% 4% 6% % 10%% 2% 14%%
Medio Medio
07s 0.3% 1% 2% 4% 6% % 10%% 2% 14%%
Medio Medio
%% 0.5% 1% 2% 4% 6% 3% 10% 2% 14%%
Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio

Figura 16 Esquema de un ensayo de la evaluacion de aptitud prebiotica de la Inulina GR Beneo en distintas
concentraciones sobre el crecimiento de L. casei y L. gasseri.
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La placa microtiter cuenta con 96 pocillos. En los pocillos mas externos de la placa se adiciona
medio de cultivo (PYF sin fuente de C), que servira como blanco para la lectura de la DO (filas
Ay H, columnas 1y 12). Ademas, hay que tener en cuenta que estos pocillos son mas sensibles
a la desecacion al estar situados en la parte mas exterior de la placa y que, al colocar en esta
posicion unicamente medio de cultivo, evitamos que sea una muestra problema la que sufra este
inconveniente.

A continuacion, la placa se divide por la mitad y en las primeras tres primeras filas (filas B-D) se
inocula una bacteria y en las tres siguientes otra distinta (filas E-G).

La columna n° 2 se corresponde con el control de crecimiento de cada una de las bacterias puesto
que no se adiciona inulina, la DO observada en esta columna a los distintos tiempos debera
coincidir con los valores de DO y recuento obtenidos en las correspondientes rectas patron. En
los pocillos de la columna n°3 se afiade la concentracion de inulina mas baja a evaluar (0,5%),
mientras que la concentracion mas alta (14%) se adiciona en los pocillos de la columna n°11. En
las columnas intermedias, se agregan las concentraciones intermedias de inulina. Los resultados
de DO que se obtengan en las columnas n°2-n°11 nos permitiran evaluar el efecto que tiene la
inulina sobre el crecimiento de las bacterias del GIT seleccionadas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion de la cinética de crecimiento de Bifidobacterium breve y
longum 'y de Lactobacillus acidophilus, reuteri, gasseri y casei.

En primer lugar, se realizaron las curvas de crecimiento correspondientes a las bacterias B. breve.
B. longum, L. acidophilus, L. reuteri, L. gasseri y L. casei monitorizando el recuento microbiano
y la variacion de pH a lo largo del tiempo.

Las curvas de crecimiento microbiano se realizaron, en primer lugar, para poder determinar los
parametros cinéticos de cada bacteria a través de la ecuacion de Mafart et al., 2004 que simplifica
el modelo matematico de Gompertz y, en segundo lugar, para poder comparar éstas con las curvas
de crecimiento microbiano en presencia de inulina (sustrato prebidtico). A continuacion, se
muestran los graficos correspondientes a las curvas de crecimiento obtenidos experimentalmente
en el laboratorio y su ajuste al modelo tedrico de la ecuacion de Gompertz (Graficos 1 — 6). Las
curvas de crecimiento microbiano en las que se muestra el crecimiento microbiano vs la variacion
de pH estan recogidas en el Anexo 3.
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Grifico 1 Curva de crecimiento de L. acidophilus CECT 903(¢ Reales; - Estimados)
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Grafico 2 Curva de crecimiento de L. casei CECT 475(¢ Reales; - Estimados)
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Grafico 6 Curva de crecimiento de B. longum LMG 13197(- Reales; - Estimados)

Como se puede observar en los graficos anteriores, la prediccion del modelo matematico fue
buena para casi todas las especies del género Lactobacillus (excepto para L. casei), sobre todo
para L. gasseri, puesto que la linea continua (que representa la ecuacion matematica) se
corresponde con los datos experimentales (reales) obtenidos en el laboratorio por recuento en
placa. Sin embargo, la prediccion fue mala para las dos especies del género Bifidobacterium 'y L.
casei, ya que la linea del modelo se aleja de los datos reales.

Con el fin de cuantificar la precision del ajuste del modelo, la siguiente tabla (Tabla 6) recoge los
valores de los parametros cinéticos A, B, C y M junto con los coeficientes de correlacion R2 y
RMSE que se han utilizado para valorar la bondad del ajuste.

Tabla 6 Parametros cinéticos (y coeficientes estadisticos) del modelo de Gompertz para cada una de las
bacterias estudiadas

. A (Lo C (Lo M
Bacteria UF((J/mi) B (h-) UFé/mgL) (horas) R’ RMSE
L. acidophilus 5.54 031 3.00 6.28 0.995 0.084
L. casei 5.39 5.14 3.76 13.64 0.978 0.274
L. gasseri 5.45 0.36 3.51 7.05 0.997 0.087
L. reuteri 6.27 0.40 3.49 453 0.984 0.172
B. breve 5.20 0.27 3.61 6.73 0.980 0.209
B. longum 5.92 0.13 2.54 17.67 0.950 0.205

La tabla muestra que los ajustes son buenos para el género Lactobacillus puesto que se obtienen
valores de R? superiores a 0.97 y los valores de RMSE son inferiores a 0.250. Sin embargo, no lo
son para el género Bifidobacterium ya que los valores de R? son inferiores a 0.97 y los valores de
RMSE son superiores a 0.250 (en caso de B. breve).

De acuerdo con la interpretacion de cada uno de los parametros cinéticos que fueron explicados
en el apartado 3.3.4, los recuentos iniciales (A) se puede observar que fueron muy similares para
todos los microorganismos (presentando B. longum un valor algo mayor). Esto significa que se
ha conseguido inocular las suspensiones bacterianas en la concentracion deseada y propuesta (10°
UFC/mL).
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En el caso de la velocidad maxima de crecimiento de las bacterias (B), se puede observar que
L. casei fue la mas rapida (5.14). Sin embargo, B. longum fue la mas lenta (0.13). Sin tener en
cuenta estas dos bacterias que representan los extremos de velocidades, el resto de las bacterias
crecen a una velocidad muy similar. La velocidad de crecimiento suele ser caracteristica de cada
especie microbiana y, en ocasiones, el género al que pertenecen tiene similares velocidades.

En el caso del recuento maximo (C), se observa que L. casei es la bacteria que mas crece (3.76)
con respecto a las demas. Por el contrario, la bacteria que menos crece es B. longum (con un valor
de 2.54). El resto de las bacterias, exceptuando L. acidophilus, que crece menos, presentan un
crecimiento similar, con valores de aproximadamente 3.4.

Con respecto al tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (M), la
bacteria que mas rapido se adapta al medio y las condiciones de cultivo es L. acidophilus, ya que
solo necesita 6 horas. Por el contrario, la que necesita mas tiempo de adaptacion es B. longum,
que necesita casi 18 horas, seguida de L. casei que necesita casi 14. El resto de las bacterias se
adaptan aproximadamente en unas 7 horas.

5.2. Rectas patron

En los ensayos de evaluacion de la actividad prebidtica, la concentracion de poblacion bacteriana
(UFC/mL) en los pocillos de la placa microtiter es desconocida, ya que en este ensayo inicamente
se mide DO. Hemos decidido emplear esta estrategia porque seria un trabajo muy costoso (tiempo
y material de laboratorio) el efectuar recuentos microbioldgicos (ver apartado 3.3.3) para cada
uno de los 96 pocillos de la placa microtiter. Ademas, no solo se ahorra trabajo al técnico, sino
que se optimiza de una manera muy significativa el nimero de condiciones (% inulina y n° de
bacterias) que se pueden analizar en un Unico ensayo.

Por todo ello, fue necesario previamente obtener las rectas patron para cada una de las bacterias
del GIT seleccionadas. De este modo se obtuvieron unas graficas que correlacionaban el recuento
microbiologico (UFC/mL) con la DO y que nos permitian posteriormente en los ensayos de
evaluacion prebidtica in vitro conocer el valor de UFC/mL en el pocillo midiendo tnicamente la
DO en un lector de placas de ELISA. Esta maniobra apenas requiere unos minutos de trabajo.

A continuacion, se muestran los graficos correspondientes a las rectas patrén de las bacterias
estudiadas (Graficos 7-11).
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Grafico 7 Recta patrén de Lactobacillus acidophilus CECT 903
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Grafico 11 Recta patrén de Bifidobacterium longum LMG 13197

Como se ha comentado anteriormente en el apartado 3.6.2, en el estudio sélo se consideraron
como validas aquellas rectas patrén que tuvieran un valor de R? comprendido entre 0,90 y 0,99.
Como se puede observar en las graficas anteriores (Graficos 7-11), el valor de R? de todos ellas
se sittia dentro del rango de valores permitidos a excepcion del correspondiente a L. gasseri cuyo
valor de R? fue inferior a 0,90 y, por lo tanto, se repetira nuevamente para conseguir un valor que
se situe dentro del intervalo admitido (0,9-0,99).

5.3. Puesta a punto de la metodologia para la cuantificacion de aptitud
prebiotica

Siguiendo el esquema presentado en el apartado “Disefio experimental” se determino el potencial
prebiotico de una serie de soluciones de inulina de concentracion creciente frente a 6 bacterias
representantes de la microbiota del GIT. Para ello se monitoriz6 el crecimiento de estas bacterias
en presencia de inulina mediante medicion de DO a 620 nm en un total de 6 ensayos
independientes. Las siguientes Figuras (Figura 12-18) muestran los resultados para cada una de
las bacterias y concentraciones de inulina analizadas. Los datos se recogen en una grafica que
representa la DO en el eje de las ordenadas (y) y, el tiempo en el eje de las abscisas (x). Para cada
tiempo analizado, se presenta el valor medio y la desviacion estandar correspondiente a todos los
ensayos realizados.
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Grifico 12 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento de L. acidophilus
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Como se puede observar en el grafico, ninguna de las concentraciones estudiadas de Inulina GR
de Beneo muestra efecto prebidtico en la estimulacion del crecimiento de L. acidophilus tras 48
horas de incubacion. Sélo la concentracion del 14% (p/v) parece tener un ligero efecto sobre el
crecimiento de esta bacteria a las 72 horas de incubacion.

—0—0% —0—0,5% —0—1% 2% —0—4% —8—6% —0—8% —0—10% —8—12% —8—14%
1 -
0,8 -
£
[—} 0,6 T
Q
)
2 04 -
<
" //
* @ —_—
0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (horas)

Grafico 13 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento de L. casei

Como se puede observar en el grafico, la inica concentracion de Inulina GR de Beneo que parece
tener un ligero efecto prebiodtico sobre el crecimiento de L. casei es la maxima concentracion
estudiada (14%) (p/v). Este efecto comienza a ser visible a las 48 horas de incubaciéon y va
incrementandose con el tiempo hasta las 72 horas de incubacion.
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Grafico 14 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento de L. gasseri
L. gasseri muestra un ligero crecimiento en todas las situaciones ensayadas, incluso en el medio
sin fuente de carbono (0% de inulina). Esto significa que hay un componente en dicho medio (que
no es carbono) que el microorganismo esta utilizando para crecer. A partir de las 48 horas de

incubacion, se observa un ligero crecimiento respecto al control (0% de inulina) en orden
creciente de concentracion. Es decir, mayor es el crecimiento bacteriano cuanto mayor es la
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concentracion de inulina afiadida al medio. Dicho efecto puede apreciarse en el grafico siguiente
(Grafico 15) en el que se muestra el efecto de la solucion del 14% frente al control (0% inulina):
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Grifico 15 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo (14%) sobre el crecimiento de L.
gasseri frente al control (0% inulina)
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Grifico 16 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento L. reuteri

Al igual que ocurre con L. gasseri, L. reuteri muestra un ligero crecimiento en todas las
situaciones ensayadas, incluso en el medio sin fuente de carbono (0% de inulina). Como ya se ha
comentado anteriormente, esto querra decir que el medio contiene algin componente que el
microorganismo esta utilizando como sustrato. A partir de las 48 horas de incubacion, se observa
un ligero crecimiento de la bacteria con respecto al control (0% de inulina) cuanto mayor es la
concentracion de inulina afiadida al medio. Por lo tanto, tras 48 horas de incubacidn, sélo las
concentraciones mas altas de inulina estudiadas (10, 12 y 14%) (p/v) tienen un ligero efecto
prebidtico sobre el crecimiento de L. reuteri con respecto al control.

En el grafico siguiente (Grafico 17) se muestra el crecimiento de L. reuteri a concentracion de 0%
y de 14%. Como se ha comentado anteriormente, a Oh de incubacion la bacteria ya presenta
valores de absorbancia mayores que 0 para ambas concentraciones, siendo la del 14% la que va
aumentando los valores de DO con respecto al control (0%) tras las diferentes horas de
incubacion.
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Grifico 17 Evaluacion de la aptitud prebiodtica de Inulina GR Beneo (14%) sobre el crecimiento de L.
reuteri frente al control (0% inulina)
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Grifico 18 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento de B. breve

Como se puede observar en el grafico, ninguna de las concentraciones estudiadas de Inulina GR
Beneo presenta efecto prebidtico en la estimulacion del crecimiento de B. breve.
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Grifico 19 Evaluacion de la aptitud prebiotica de Inulina GR Beneo sobre el crecimiento de L. longum
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Como se puede observar en el grafico, a las 24 horas de incubacion B. longum no presenta
crecimiento para ninguna de las concentraciones estudiadas. A las 48 horas de incubacion, el
efecto prebidtico de la Inulina GR Beneo sobre esta bacteria ya es visible a concentraciones
superiores al 2% (p/v). (Entre las 24 y las 48 horas de incubacion no se midié la absorbancia, por
lo que el efecto prebidtico sobre la bacteria ha podido comenzar entre este periodo de tiempo).
Ademas, se puede ver como el efecto prebidtico es mayor cuanto mayor es la concentracion de
Inulina. Tras 72 horas de incubacion, todas las concentraciones de Inulina probadas (desde 0,5
hasta 14%) (p/v) muestran efecto prebidtico sobre el crecimiento de B. longum, donde la bacteria
no es capaz de crecer al no disponer de una fuente de carbono como sustrato.

5.4. Analisis estadistico

Como se ha comentado en el apartado 3.7, se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) de la
maxima concentracion de inulina probada (14%) frente a la control (0% de inulina) para
establecer las diferencias significativas (Tabla 7):

Tabla 7 Analisis de la varianza (ANOVA) para la concentracion de 14% de inulina frente a la control
(0% de inulina)

Probabilidad (p-valor)
t(h) L. acidophilus L. casei L. gasseri L. reuteri B. breve B. longum

0 0,6072 0,1161 0,0687 0,0628 0,040 0,4675
24 0,3105 0,1161 0,1818 0,3764 9,5E-07 0,0009
48 0,0065 0,0146 5,7E-05 0,0122 0,0286 3,8E-18
72 0,0002 0,0070 0,0064 0,0002 3,0E-05 3,1E-15

Como se puede observar en la tabla, existen diferencias significativas con un intervalo de
confianza del 95% (valores de p inferiores a 0,05) entre ambas concentraciones a partir de las 48h
de incubacion, siendo B. longum la bacteria en la que mas se refleja dicha diferencia (que reafirma
el grafico 19). Esto quiere decir que la inulina a una concentracion del 14% ejerce un efecto
prebiotico (estimulacion del crecimiento) sobre B. longum mucho mayor que para el resto de las
bacterias. También puede observarse como la inulina presenta un efecto prebidtico sobre B. breve
desde las Oh de incubacion (Esto se debe a que el medio de cultivo PYF sin fuente de C tiene
algin compuesto que la bacteria utiliza como sustrato, como ya se comento en el apartado 5.3).

5.5. Digestion in vitro de los ingredientes y/o extractos vegetales

De los 13 ingredientes recogidos en la Tabla 5, se han digerido un total de 5 correspondientes a
la empresa 1 (Ingredientes ricos en fibra, ya que la puesta a punto se realiz6 con la fibra inulina).

Para un peso inicial de 10 gramos de ingrediente vegetal, se obtuvo un total de 3,5 gramos de
liofilo que se emplearan proximamente en los ensayos de evaluacion de la actividad prebidtica in
vitro. Estos liofilos se guardan en congelacion para conservar sus propiedades y funciones y evitar
su degradacion. Debido al tiempo que requiere el proceso de digestion, es recomendable realizar
varias en un mismo dia, siendo muy cuidadosos a la hora de realizar los cambios de fase. De esta
manera, se optimiza considerablemente el proceso.
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6. CONCLUSIONES

1.

Se ha analizado el crecimiento de 6 cepas de bacterias representantes de la microbiota del
GIT (L. acidophilus, L. casei, L. gasseri, L. reuteri, B. breve y B. longum). Para ello se
monitorizo el recuento microbiano y la variacion del pH y estos valores se modelizaron
mediante el modelo matematico de Gompertz. Se ha podido comprobar sobre qué
bacterias ha sido bueno el ajuste matematico (L. acidophilus, L. reuteriy L. casei) y sobre
qué bacterias no lo ha sido tanto (L. casei, B. breve y B. longum).

Se han realizado las rectas patrén para cada una de estas bacterias en las que se ha
relacionado la medida de los pardmetros de DO y recuento en placa (UFC/mL) y se han
obtenido las correspondientes ecuaciones de la recta que seran utilizadas posteriormente
para determinar la concentraciéon de poblacion bacteriana en los experimentos de
evaluacion de la actividad prebiodtica in vitro.

Se ha implantado en CNTA el procedimiento de digestion in vitro mediante la
metodologia descrita en (Brodkorb et al., 2019).

Se han digerido un total de 5 extractos vegetales y/o ingredientes del total previsto.

Se ha puesto a punto la metodologia para cuantificar la aptitud prebidtica de extractos y/o
ingredientes vegetales. Para ello, se ha utilizado la Inulina GR de Beneo en distintas
concentraciones (0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14%) como fuente de carbono.

De todas las bacterias evaluadas, la Unica bacteria cuyo crecimiento se ha visto
significativamente promovido por accion de la inulina (efecto prebiotico) fue B. longum
Para el caso de L. casei, L. reuteri y L. gasseri se observa un ligero incremento del
crecimiento a partir de las 72 horas de incubacion y para un 14% de inulina en el medio
de cultivo.
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7. PROXIMOS PASOS

Los proximos pasos que se realizaran en el centro CNTA una vez puesta a punto la metodologia
de evaluacion de la actividad prebidtica serdn los siguientes:

1. Completar la digestion de todos los extractos vegetales (8 de 13)
2. Liofilizacion de los extractos vegetales
3. Cuantificar la posible aptitud prebiotica de los extractos vegetales

En caso de que dichos extractos tengan un resultado positivo, sera un punto a favor para las
empresas proveedoras de los mismos debido a la creciente demanda de productos funcionales por
parte de los consumidores. Un resultado positivo podréa enfocar los objetivos de la empresa de
manera diferente, ya que podrian plantearse el disefo y desarrollo de productos funcionales de
caracter prebiodtico. Es una propuesta muy interesante, ya que el consumo de alimentos que
proporcionen beneficios al organismo es una tendencia que se encuentra en auge actualmente.
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Anexo 1. Ficha técnica Inulina Orafti GR Beneo

Product Sheet
Orafti°®GR

DOC.A4-03°09/07

benee

orafti

Description

Orafti*GR is a food ingredient consisting mainly of chicory inulin. Orafti*GR isa
GRanulated powder.

chicory inulin 15 a mixture of oligo- and polysaccharides which are composed of fructose units
linked together by B(2-1)linkages. Almost every molecule is terminated by a
glucose unit. The total number of fructose or glucose units (= Degree of
Polymerisation or DP) of chicory inulin ranges mainly between 2 and &0.

C iti LS ificati

All values expressed on dry matter.
Analytical Methods : see our Technical Brochures.

Inufin -~ = 90 %
Glucose + fructoze =4 5%
Sucrose ZB8%
Dry Matter (dm.) 87+15%
Carbohydrate content >89.5%
Average DP of the inulin =10
Ash (sulphated) <0.2%
Conductivity (15 Brix) < 260 pusS
Heavy Metals Pb, Az each < 0.1 mg/kg
Cd, Hg each < 0.01mo'kg
pH (10°Brix) 50-7.0
Mi biological S ificati
All values expressed on dry matter.
Analytical Methiods : see our Technical Brochures.
Mesophilic bactena - total count max_ 1000/g
feasts max. 20/g
Moulds max. 20ig
Thermoghilic aerobic spores max. 1000/g
Anaerobic H:S producing thermophilic spores max. 25/g
Entercbacteriaceas abzentin 1g
Baciiflus cereus max. 100g
Staphilococcus aureus abzentin 1g

E=scherichia col
Clostridium periringens
Clostridium botulinum
Salmonelia

Listeria

GR A4-03-09-07 doc

absentin 1.9
absentin 1'g
abzentin 1 g
absentin 100 g
Absentin25g

112
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benee

orafti

All values are average values expressed per 100 g commercial product.

Labelling
Carbohydrates 8 (97"
Sugars 8
Dietary Fibre”! 89
Protein absent

Fat absent

Vitamins and Minerals
Caloric value
Broteinheite 4 0.85

Negligeable
3 420 keal/505 kJ

Gluten absent

Lactose absent

Milk/meat/egg components absent
Seed/soy components absent
Insecticides, pesticides absent
MNuts, nut components absent
Caolza absent

Other allergens absent

Enzymatic activity absent

Folate absent

N.D. = Not Detectable N/A = Not Applicable

1) including dietary fibre

2) measured by AOAC Method 997.08

3) based on a caloric value of 1 kealfg for pure inulin. To be adapted to local regulations.
4) in accordance with German regulations.

Other Information (see also our Technical Brochures)

Aspect

Behaviour

Taste

Solubility in water
Wettability in water
Dispersability in water
Properties and Applications
Particle Sizes

Density

Labelling - Ingredients List
Safety

Packaging

Optimal storage conditions
Maximum durability
Transport conditions

Irradiation
GMO
Kosher

Halal

Plant origin

Produced by

GR A4-03-09-07.doc

Fine white granulated powder
Hygroscopic

Slightly sweet, without aftertaste
120 gllat 25°C - 350 g/l at 80°C
Good.

Good. May require stirming.

See our Technical Brochures.

See document “Particle Sizes”.
Approx. 580 + 50 g/l

Inulin

Safe. Not toxic. Not dangerous.
Excessive consumption may cause laxative effects.

s, like other fine powders, when mixed with air and ignited,

capable of causing an explosion.

Paper bags on pallets, see 'Packaging Sheet Powders’

Cool and dry, in its original airtight packaging.
See packaging (minimum 18 months upon delivery)
According to document ‘Transport Conditions’

Mot irradiated
Mot containing GMOs or GMO-derived components.
Not produced using GMO-based technology.

Certified, Orthodox Union

Represented by :

Certified, Halal Feed and Food
Inspection Authority
Suitable for vegetarians & vegans

BEMEQO-Orafti — see address
on packaging label
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Anexo 2. Composicion nutricional de los medios de cultivo empleados en este
trabajo.

Tabla A1.1 Composicion nutricional del medio de cultivo Iso-Sensiest Broth.

ISO-SENSIEST BROTH

Ingredientes g/L

, Caseina hidrolizada 11
PROTEINAS

Peptona 3

FUENTE DE AZUCAR Glucosa 2

Cloruro de sodio 3

Hidrogeno fosfato de disodio 2

Acetato de sodio 1

Glicerofosfato de magnesio 0,2

SALES Y MINERALES Gluconato de calcio 0,1

Sulfato de cobalto 0,001

Sulfato de cobre 0,001

Sulfato de zinc 0,001

Sulfato de hierro 0,001

Cloruro de manganeso 0,002

Menadiona 0,001

Cianocobalamina 0,001

Clorhidrato de L-cisteina 0,02

L-Triptofano 0,02

Piridoxina 0,003

Pantotenata 0,003

VITAMINAS Nicotinamida 0,003

Biotina 0,0003

Tiamina 0,00004

Adenina 0,01

Guanina 0,01

Xantina 0,01

Uracilo 0,01

pH 74+0,2
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Tabla A1.2 Composicion nutricional del medio de cultivo MRS.

MRS
Ingredientes g/L
FUENTE AZUCAR Glucosa 20
Polipeptona 10
FUENTE NITROGENO ORGANICO Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
FUENTE NITROGENO INORGANICO Citrato de amonio 2
Fosfato de dipotasio 2
Acetato de sodio 5
SALES Y MINERALES Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,04
OTROS Tween 80 1,08
pH 5,7
Tabla A1.3 Composicion nutricional del medio de cultivo Bifidobacterium Agar modified.
BIFIDOBACTERIUM AGAR
Ingredientes
Base agar Columbia 425¢
FUENTE DE AZUCAR Glucosa 25¢
Lactulosa 25¢g
Cisteina-HCl 0,5¢g
VITAMINAS Riboflavina 0,01 g
OTROS Acido propionico 5 mL

Tabla A1.4 Composicion nutricional de los medios de cultivo PYF sin fuente de carbono y PYF con

fuente de carbono

PYF SIN FUENTE DE C

PYF CON FUENTE DE C

Ingredientes g/100mL Ingredientes g/100mL
Extracto levadura 1 Extracto levadura 1
Peptona 0,5 Peptona 0,5
L-cisteina HCI 0,05 L-cisteina HCI 0,05
Triptona 0,5 Triptona 0,5
Solucién sal 4 Solucion sal 4
pH 6,5 Glucosa 2
Tabla A1.5 Receta solucion de sales para el medio PYF
Solucion de sales
Cloruro de calcio 0,02
Sulfato de magnesio 0,02
Fosfato dipotasico 0,1
Fosfato monopotasico 0,1
Cloruro de sodio 0,2
Hidrofosfito disdédico pentahidratado 1,7

54



Anexos

Anexo 3. Graficos correspondientes a las curvas de crecimiento microbiano
con la medida de pH y DO
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Grifico A2.2 Curva de crecimiento de L. gasseri CECT 4479 en MRS
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Grafico A2.3 Curva de crecimiento de L. reuteri CECT 925 en MRS
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Grifico A2.4 Curva de crecimiento de L. acidophilus CECT 903 en MRS
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Anexo 4. Ejemplo practico de cuantificacion de aptitud prebidtica con
extracto de Hibisco (0, 8, 10, 12 y 14%) sobre el crecimiento de L. casei y L.
reuteri

1. Medicion de DO en el lector de placas ELISA

——0% 8% 10% 12% —e—14%
2,0 - 2,0 1
1,6 - 1,6 -
E 1,2 1 § 1,2 A
=) =3
a =
e 0,8 - - 0,8 -
2 <
< 04 1 0,4 -
0,0 ~.I —r T T T ’ 0.0 ?7 7|74'|¥7 T ’ T ?
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
tiempo (h) tiempo (h)
Grifico A4.1 Evaluacion de actividad prebidtica Grifico A4.2 Evaluacion de la actividad prebiotica
de extracto de Hibisco sobre L. casei (ejemplo de extracto de Hibisco sobre L. reuteri (ejemplo
practico) prdctico)

2. Empleo de las ecuaciones de las rectas patron

» L. casei: y=9E-09x+ 0,0795

» L. reuteri: 'y=2E-09x +0,0997
Ejemplo L. casei t=48h DO = 0,8; y (UFC/mL) = 8,0E7 UFC/mL
Esta operacion se repetird para cada uno de los tiempos y concentraciones de
extracto vegetal y/o ingrediente analizado.

3. Sustitucion de los valores de DO (y) en las ecuaciones para hallar la concentracion de
poblacion bacteriana en UFC/mL (x)

Una vez obtenidos los valores en UFC/mL, se calcula el logaritmo de dichos valores y se
elaboran graficos que muestren la curva de crecimiento microbiano en dicho extracto.
Estos graficos se comparan posteriormente con los graficos obtenidos en la puesta a punto
con el unico ingrediente establecido como prebidtico por la EFSA (Inulina GR Beneo).

—e (% —8—§% 10% —=—12% 14%
10 - 10 -
8 - 8 A
= 6 =
E 6 T 6 -
Q @)
= 4 A = 4
= = 4
0 )
S 2 S 2 1
0 A 0 T . T ' 0 T . T T .
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
tiempo (h) tiempo (h)
Grifico A4.3 Curva de crecimiento de L. casei en Grifico A4.4 Curva de crecimiento de L. reuteri en
solucion de extracto de Hibisco (ejemplo practico) solucion de extracto de Hibisco (ejemplo prdctico)
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Anexos

4. Comparacion de la curva de crecimiento de los microorganismos en su medio ideal con
la curva de crecimiento en solucion de extracto vegetal

Se realiza un grafico que englobe los resultados obtenidos en la prueba de aptitud
prebidtica y la curva de crecimiento del microorganismo en su medio idoneo, y asi pueden
compararse los parametros cinéticos.
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Grafico A4.5 Curvas de crecimiento de L. casei en Grafico A4.6 Curvas de crecimiento de L. reuteri
MRS y extracto de Hibisco (ejemplo prdctico) en MRS y extracto de Hibisco (ejemplo practico)

Como se puede observar en los graficos, L. casei necesita mucho mas tiempo para
adaptarse al medio (Hibisco) y emplearlo como sustrato que en su medio de cultivo
idoneo (MRS en este caso). Ademas, con el Hibisco no crece mas que hasta 108 UFC/mL.
En el caso de L. reuteri, esta bacteria no crece en presencia de extracto vegetal.

De acuerdo con estos datos, se podria decir que el extracto de Hibisco presenta un ligero
potencial prebiotico sobre L. casei, ya que estimula su crecimiento, pero no para L. reuteri
ya que esta bacteria no crece en presencia de este extracto.
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