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RESUMEN

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa agente etiolégico
de Ulcera péptica, linfoma gastrico y adenocarcinoma gastrico. Por ello, es
importante encontrar alternativas para la prevencion y tratamiento de
infecciones con esta bacteria, en gran medida debido a su resistencia
antibiética. Una de estas alternativas es el uso de bacterias probidticas (tal
como Lactobacillus), las cuales afectan a H. pylori a través de la produccion de
acido lactico, bacteriocinas e inhibicion de su adherencia al epitelio gastrico. La
capacidad de Lactobacillus para formar biopeliculas “in vitro” y el avance de los
estudios relacionados con encapsulacion de probidticos en estado de
biopelicula, conllevan a que este trabajo tenga como objetivo encapsular en
alginato-goma xantana, con y sin aceite vegetal, biopeliculas de Lactobacillus
fermentum UCO-979C y realizar estudios de morfologia capsular, recuentos en
placa, liberacion de probidticos a pH gastrico, actividad anti-H.pylori, estabilidad
en el tiempo de las capsulas, y medicién de exopolisacaridos. Los resultados
avalan que fue posible encapsular la cepa UCO-979C en una matriz alginato-
goma xantana proporcion 3:1, con y sin aceite vegetal (20 %), y aumentar su
densidad bacteriana al cultivar la capsula en caldo MRS por 12 horas. Las
capsulas con biopelicula liberaron bacterias a pH acido. La cepa UCO-979C
conservo su actividad inhibitoria contra H. pylori, a pesar de ser encapsulada, y
liberada a pH acido. Recuentos de bacteria desde las capsulas almacenadas

por 60 dias fueron mayores en capsulas de biopelicula que planctonicas.
X



ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram negative bacterium and the ethiologic
agent of peptic ulcer, gastric lymphoma and gastric adenocarcinoma. Therefore,
mainly due to its resistance to antibiotics, it is important to develop alternatives
to prevent and treat infections by this bacterium. An alternative is the use of
probiotic bacteria (such as Lactobacillus) affecting H. pylori through the
production of lactic acid, bacteriocines or inhibiting its adherence to the gastric
epithelium. The capacity of Lactobacillus to form biofilms “in vitro” and the
progress of studies on probiotics biofilms encapsulation lead to attempt the
encapsulation of Lactobacillus fermentum UCO-979C biofilms in alginate-
xanthan gum, with or without vegetal oil, as the aim of this work. The study of
the morphology of capsules, bacterial counts, release of bacteria at gastric pH,
anti-H.pylori activity, stability of capsules through time and measurement of
exopolysaccharides was done. Results showed that L. fermentum UCO-979C
was encapsulated in a 3:1 proportion alginate-xanthan gum matrix, with or
without 20 % vegetal oil, and that bacterial density increased when capsules
were cultured in MRS medium for 12 hours. Capsules with biofilm (with or
without vegetal oil) released bacteria at acidic pH. The strain UCO-979C
maintained its inhibitory activity against H. pylori despite being encapsulated and
released at acidic pH (90 minutes). Furthermore, bacterial counts of capsules
stored for 60 days showed that counts were larger in capsules with biofilms

when compared to planktonic ones.
XI



1. INTRODUCCION

1.1. Probidticos y su accion sobre H. pylori

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), define a los probiéticos como "Microorganismos vivos, que al ser
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud al
receptor”. Diversos experimentos ‘in vitro” e “in vivo”, han demostrado su efecto
beneficioso en el ser humano, principalmente frente a enfermedades
gastrointestinales causadas por bacterias patégenas, ya que ayudan al balance
de la microbiota normal, promoviendo la integridad y movilidad intestinal, e
inhibiendo bacterias patégenas (Luc et al., 2007; Kaushik et al., 2009). Para que
una bacteria sea denominada probiética, debe cumplir una serie de requisitos:
Ser preferentemente de origen humano si se va usar en humanos, tener
propiedades no patogénicas, producir sustancias antimicrobianas, resistir al pH
acido del estobmago y secreciones biliares, adherirse a mucosas y/o células
intestinales, persistir en el tracto gastrointestinal y modular el sistema inmune
(Pineiro et al., 2007). Las bacterias mas utilizadas como probiéticos, son las
bacterias acido lacticas (BAL), principalmente los Lactobacillus que son
bacterias de morfologia bacilar mayoritariamente, Gram positivas, y se

encuentra en la cavidad oral, tracto gastrointestinal y tracto urogenital,



principalmente. Lactobacillus spp. ha sido ampliamente utilizados para el disefio
de probidticos, debido a su mayor aerotolerancia, lo que permite que esta

bacteria presente una mejor estabilidad en alimentos (Kolida et al., 2006).

En el dltimo tiempo, se ha demostrado que diversas especies de Lactobacillus
son capaces de inhibir el crecimiento de H. pylori y mejorar las tasas de
erradicacion de esta bacteria cuando se administran antes o después de la
terapia estandar (Du et al., 2012; Efrati et al., 2012; Sunanliganon et al., 2012).
Se han demostrado variados mecanismos por los cuales estas bacterias
probidticas son capaces de afectar a H. pylori “in vitro”. La produccién de &cido
lactico inhibe la ureasa de H. pylori por disminucion del pH gastrico.
Lactobacillus inhibe la adhesién de H. pylori a las células epiteliales gastricas y
produce bacteriocinas que provocan la muerte de H. pylori. Otros mecanismos
incluyen la estabilizaciéon de la funcidon de la barrera gastrica debido a la
producciéon de mucina y respuesta inmunoldgica (Kim et al., 2008; Yasar et al.,

2010).

1.2. Caracteristicas de H. pylori

Bacteria Gram negativa que se encuentra en el estbmago humano y posee una

forma espiralada. Aunque la colonizacion gastrica por H. pylori induce gastritis

histolégica en todos los individuos infectados, solo una minoria desarrolla



signos clinicos evidentes (Van Amsterdam et al., 2006). Entre las patologias
asociadas se encuentran la gastritis cronica, linfoma de MALT, Ulcera duodenal
y Ulcera gastrica, e incluso es el principal factor de riego de desarrollar cancer

gastrico (Uemura et al., 2001).

H. pylori necesita al menos cuatro caracteristicas basicas para ser capaz de
colonizar y establecer una infeccion en la mucosa gastrica: la enzima ureasa,
flagelos, presentar una forma de espiral y adhesinas. Es capaz de sobrevivir en
pH gastrico gracias a la sintesis de ureasa, enzima que utiliza para generar un
micro-entorno de pH neutro, ya que convierte la urea a iones de amoniaco,
neutralizando el acido jugo gastrico. Los 3 a 5 flagelos que posee H. pylori,
junto con su forma espiral, le permiten penetrar la capa de mucina del
estbmago, consiguiendo adherirse a las células epiteliales gastricas mediante
adhesinas especificas (Andersen, 2007). La infeccion por H. pylori afecta
aproximadamente al 50% de la poblacién mundial, llegando a valores de hasta
un 90% en paises en vias de desarrollo (Van Amsterdam et al., 2006). La
prevalencia de H. pylori en Chile varia entre un 60% y 79% dependiendo de la
condicion socioecondmica, de la educacién y a las condiciones sanitarias de la

poblacion estudiada (Vallejos et al., 2007).

El tratamiento para la erradicacion de H. pylori requiere la combinacion de

varios farmacos, siendo la claritromicina el componente central. La Ultima guia



de manejo de la infeccién por H. pylori (Malfertheiner et al. 2017) recomienda
dos terapias de erradicacion de primera linea: inhibidor de bomba de protones
(PPI), claritromicina, y amoxicilina o metronidazol (terapia triple), sin embargo
existe la problematica del aumento de la resistencia de H. pylori a la
claritromicina. En regiones de alta resistencia (> 15%) se usa la terapia

cuadruple: PPI, bismuto, tetraciclina y metronidazol (terapia cuadruple).

La resistencia antibiética principalmente a claritromicina (Aguilera-Correa et al.
2017) y la alta prevalencia de efectos adversos que producen los antibioticos,
son las principales causas de las fallas en el tratamiento contra H. pylori
(Malfertheiner et al. 2017; Wirtz et al. 2010). En el afio 2007 lo paises con
mayor consumo de macrolidos (incluyendo claritromicina) y antibioticos
relacionados fueron Venezuela, Argentina y Chile. Debido a esto, hay un gran
interés en la actividad probiodtica contra H. pylori, ya que es una solucion
alternativa de bajo costo para prevenir o disminuir la colonizacién por H. pylori

(Figura 1.1.) (Ayala et al. 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889316300414
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Figura 1.1. Estrategias alternativas a la actual terapia contra H. pylori.

(Fuente: Ayala et al. 2014).

1.3. Biopeliculas de Lactobacillus spp.

Una biopelicula se define como una comunidad microbiana sésil caracterizada
por células que estan adheridas a un substrato, interface o entre ellas, las
cuales se encuentran embebidos en una sustancia polimérica extracelular
producida por ellos mismos, y exhiben un fenotipo alterado con respecto a la

tasa de crecimiento y transcripcion génica (Donlan et al., 2002).

Los microorganismos incluidos en una biopelicula muestran un comportamiento
diferente a las células planctonicas, y son mas resistentes a tratamientos
convencionales con antibidticos, siendo capaces de evadir el sistema inmune
del hospedador (Terraf et al., 2012), ademas las células de la biopelicula son

capaces de exhibir mayor resistencia a diversas tensiones presentes en su



entorno (ej: calor) (Zhu et al. 2001), estudios de encapsulacién de probioticos
muestran que representan una mejora comparado con la encapsulacion de
planctonicos, ya que hay mayor viabilidad a la temperatura y liofilizacion
(Cheow y Hadinoto, 2013). Existen 5 etapas para formar biopeliculas, en las 2
primeras etapas las células planctonicas presentan una asociacion leve y deébil
al sustrato, seguida por una fuerte adhesién. La tercera y cuarta etapa se
caracteriza por la agregacion celular en microcolonias seguido por la
maduraciéon de la biopelicula y finalmente, en la quinta, las células que
conforman la biopelicula se desprenden de la colonia y retornan a la vida
planctonica transitoriamente y se dispersan. La formacién de biopeliculas por
Lactobacillus spp. probiéticos podrian promover la colonizacion y mayor
permanencia a lo largo del tiempo en la mucosa del hospedador, impidiendo asi

la colonizacion por bacterias patégenas (Terraf et al., 2012).

En nuestro Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana, se ha demostrado que la
cepa de Lactobacillus fermentum UCO-979C de aislamiento géstrico cumple
con varias caracteristicas que la hacen muy buena candidata para ser utilizada
como bacteria probiodtica contra H. pylori (Pineda, 2009; Marquez, 2011;
Petermann, 2011; Salas-Jara et al. 2016°, Garcia et al. 2017) y es capaz de
formar biopeliculas ”in vitro”, en células AGS (linea celular de adenocarcinoma
gastrico humano) y Caco-2 (linea celular de cancer de colon) (Salas-Jara et al.

2016%).



1.4. Encapsulacion de probioticos

Para que los probidticos puedan ejercer su funcion en alimentos para uso
humano es deseable que sea de origen humano, “GRAS” (“‘generally
recognized as safe) y deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales
(Arribas, 2008). Es necesario que los microorganismos se introduzcan
protegidos por una barrera fisica que evite su exposicion a las condiciones
adversas del entorno. Para ello, se recurre a las técnicas de encapsulacion, que
consisten en el recubrimiento de pequefias cantidades de un determinado
compuesto mediante un material protector que es generalmente de naturaleza
polimérica. La encapsulacion protege a los materiales encapsulados de factores
como el calor y la humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad,
también se ha utilizado para mejorar el sabor y la estabilidad de medicamentos,
ademas protege a los probioticos de bacteriéfagos y ambientes adversos, como
la congelacion, tiempo de almacenamiento en algun alimento y pH gastrico
(Martin et al., 2009); sin embargo, hay que tener en cuenta que estas
caracteristicas pueden variar segun las propiedades quimicas de la matriz que

Se usara y su concentracion.

La seleccién del método de encapsulacion estara en funcion del tamafio medio
de la particula requerida, de las propiedades fisicas del agente encapsulante,

de la sustancia a encapsular, de las aplicaciones del material encapsulado



propuesto, del mecanismo de liberacién deseado y del coste. Entre las matrices

gue se usaran en este trabajo se encuentran: i) Alginato (AGN): Es el polimero

mas utilizado en la encapsulacion de probioticos debido a su biocompatibilidad
y bajo costo, se extrae principalmente de tres especies de algas marrones
(Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum y Macroscystis pyrifera). Los
AGN son una familia de polisacéaridos lineales no ramificados, que contienen
cantidades variables de acido (1,4) R-D-manurdnico y de acido a-L-gulurdnico.
La composicidon, extension de sus acidos y el peso molecular determinan sus
propiedades fisicas. Es capaz de gelificar al interactuar su carga negativa de
COO- derivada de los acidos que la componen, con las cargas positiva de Ca++
(Martin et al., 2009). Esta actividad de reticulaciéon ayuda a estabilizar las
capsulas, sin embargo, cuando son tratadas con pH que simulan los jugos
gastricos (JGS), el componente de alginato puede sufrir hidrolisis catalizada por
el acido. En esta condicion, carboxilato de alginato es neutralizado, lo que
conduce a la interrupcién de la atraccion electrostatica de Ca++ y COO- (Bajpai
et al., 2006). Ademas, los alginatos poseen muy buenas propiedades muco-
adhesivas, lo que podria prolongar el tiempo de residencia en el estdbmago
(Sosnik, 2014). Otro aspecto a considerar, es que cuanto menor sea la
concentracion de la solucion de Ca++ y/o mas corta sea la duracion del proceso
de la encapsulacion, serd menor el grado de reticulacion, por lo tanto, la
liberacion del farmaco mas rapida (Heng et al.,, 2003). Estudios han

comprobado que JGS catalizan la hidrdlisis por acido en cépsulas de AGN en



mayor medida, comparada con capsulas de AGN recubiertas con quitosano
(Kamalian et al., 2014). Un sistema de matriz de AGN reticulado a muy bajo pH
manifiesta una reduccion en el peso molecular, causando una degradacion mas
rapida y la liberacion de ingredientes activos (Gombotz y Wee, 1998). En este
trabajo se usara alginato de bajo peso molecular, lo que aumentaria la
velocidad de liberacion, segun estudios realizados para la liberacion de

proteinas (Murata et al., 1993). ii) Goma xantana (XT): Polisacérido que se

utiliza convencionalmente como estabilizador de gelificacién en los alimentos
(Fareez et al., 2015). La alta afinidad de XT para las moléculas de agua
aumentan la inflamacién de las capsulas (Torres et al., 2012), esto se puede
atribuir a la estructura quimica de moléculas de XT que poseen carga negativa
en grupos carboxilos en las cadenas laterales, lo que lleva al aumento de la
fuerzas de repulsién y la expansion de la matriz, resultando en mayor capacidad
absorcion de agua. Estudios que han utilizado AGN y XT, denotan que la
reticulacion compacta del alginato con Ca++ se puede reducir, aumentando la
difusién (Elfin, 1995), ademas la mezcla ayuda a preservar la viabilidad BAL
(Fareez et al., 2015). XT causa un cambio en la estructura de la matriz de la
membrana de las capsulas por creacion de enlace de hidrégeno entre grupos
hidroxilos de XT y grupos carboxilato de AGN, esto ciertamente conduce a una
mejor proteccion de BAL (Bekhit et al., 2016). A pesar de que la goma xantana
es un polimero aniénico, que contiene una funcién &cido carboxilico, posee gran

estabilidad a distintos pH, por lo que debe ser usado en pequefia cantidad para



gue no aumente la resistencia de la capsula al jugo gastrico, dicha propiedad se
le atribuye a la forma de varilla de la molécula y la importancia de la union de
hidrogeno intermolecular que posee (Talukdar y Vercammen, 1993). Un estudio
que busca liberar amoxicilina en medio gastrico para tratar infecciones con H.
pylori demostr6 que ocupando AGN 1% vy recubierto con quitosano 0.5% se
obtenia una gran liberacion (Sahasathian et al., 2010), por lo que se deduce
que al utilizar solo AGN, deberian obtenerse buenos resultados, ya que el

quitosano contribuye a aumentar la resistencia a pH acido.

Una forma de encapsular los probidticos formando una biopelicula, una
comunidad de alta densidad de bacterias sésiles encerradas por una sustancia
polimérica extracelular auto-secretada llamada exopolisacéarido (EPS), que es
innatamente mas resistente que sus homologos plancténicos a agentes
antibacterianos (Cheow et al. 2010) y diversas tensiones presentes en su
entorno (Por ejemplo, &cido, calor) (Zhu et al. 2001), como resultado de su
estado metabdlico inactivo y la capacidad de deteccion de quérum, asi como la
presencia de blindaje de los EPS (Cheow et al. 2010). La comparaciéon de un
estudio de la encapsulacibn de células planctonicas y biopeliculas de
Lactobacillus rhamnosus GG, mostraron que las células de la biopelicula de las
capsulas son superiores en términos de viabilidad en la liofilizacion y en la
termotolerancia (Cheow y Hadinoto, 2013). Existe un estudio que vincula la

liberacion gastrointestinal de biopeliculas (Cheow et al. 2014), en el que se
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demuestra que capsulas compuestas de AGN-XT recubierta con quitosano,
después de 1 h de incubaciéon en JGS (Figura 1.2.), presentan la mayor
cantidad de células liberadas y corresponden a las capsulas AGN-XT (4,9 log
(CFU/mg) comparadas con capsulas de solo AGN o utilizando una goma
diferente (goma algarrobo), todas recubiertas adicionalmente con quitosano. Si
se considera que quitosano es un polimero que le otorga mayor resistencia a

pH gastrico a la capsula, en su ausencia deberia liberarse el contenido capsular

mas rapidamente.

P s ”$
-’a ..‘."\-\..‘. &' m.____ﬂ-—__E____
: '\-\._. _r‘ﬂ
= 2
S
ED
= = %= AGN HD
= —&— AGN-LB HD
= — ¢ AGN-XT HD
H
=
= SINpH 7
—
1.5 20 25 3.0 50 Residual
Time (h)

Figura 1.2. Perfiles de liberacién celular en fluido gastrointestinal simulado de
capsulas de alta densidad bacteriana en distintas matrices. Alginato (AGN),

alginato-goma algarrobo (AGN-LB) y alginato-goma xantana (AGN-XT).

(Fuente: Cheow et al. 2014).
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En este trabajo se utilizO capsulas con aceite para otorgarle la capacidad de
flotar en un medio acuoso, que permitiria aumentar el tiempo de residencia en
el estbmago. Pocos estudios existen en donde mezclen aceite con una capsula
con bacterias, y ninguno donde usen capsulas de biopelicula con aceite. Un
estudio de Errate et al. 2015 que utilizd bacterias plancténicas probidticas (L.
casei), las encapsul6 con goma ardbica, proteina de suero y aceite rico en
omega 3, con el fin de potenciar actividades. Ademas, el aceite aumento la
hidrofobicidad de la bacteria, aumentando su capacidad para unirse a epitelios
intestinales (Errate et al. 2017). En el presente trabajo se optd por el aceite
vegetal por su reducido precio, ya que seria mas barato a la hora de escalar; sin
embargo, no se descarta usar aceites con mayor valor nutricional en estudios
posteriores. Se us6 20 % de aceite extrapolando el mejor resultado de un
estudio que pretendia que cépsulas de alginato flotaran en el estbmago y

liberaran su contenido, el cual era metronidazol (Ishak et al. 2007).

En este trabajo se elaboré un encapsulado que pueda contener L. fermentum
UCO-979 en estado de biopelicula, en capsulas de AGN-XT, con y sin aceite, y
se evalué su capacidad de liberarse a pH acido (pH 3), donde la capsula
actuaria como soporte del biopelicula y permitiria la liberacién de bacterias en el
estbmago. Ademas, se realizaron estudios de viabilidad para comprobar que la
capsula mantiene células vivas en su interior y que son capaces de inhibir el

crecimiento de H. pylori, también se analiz0 la morfologia capsular para ver
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diferencias de las céapsulas con cultivo planctonico y con biopelicula, antes y
después del tratamiento con pH acido. Finalmente se realizé recuentos de los
probioticos en el tiempo, a dos temperaturas diferentes (4 °C y 25 °C), y se

midio en contenido de EPS de las capsulas.

HIPOTESIS

La cepa L. fermentum UCO-979C formadora de biopelicula encapsulada en
alginato/goma xantana es capaz de liberarse en un medio de pH acido e inhibir

el crecimiento de Helicobacter pylori.

OBJETIVO GENERAL

Encapsular la cepa de L. fermentum UCO-979C formadora de biopelicula en
alginato/goma xantana y determinar la morfologia, viabilidad (en el tiempo),
liberacion a pH acido, inhibicion del crecimiento de H. pylori de los

encapsulados.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar capsulas de alginato/goma xantana que contengan L. fermentum
UCO-979C en estado plancténico y de alta densidad bacteriana (biopelicula),

previamente optimizando condiciones de encapsulacion.

2. Determinar la morfologia, cuantificar las células viables, y determinar la

presencia de exopolisacarido de las capsulas.

3. Cuantificar la liberacién de la cepa L. fermentum UCO-979C a pH 3 desde las

capsulas y determinar la inhibicion de crecimiento de H. pylori por parte de las

bacterias contenidas en la capsula y liberadas.

4. Medir la viabilidad en el tiempo de L. fermentum UCO-979C contenidos en

las capsulas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacion de capsulas L. fermentum UCO-979C

Primero se realizaron capsulas planctonicas, cultivando por 12-15 horas L.
fermentum UCO-979C, y utilizando la mezcla de matrices de polisacéaridos de
alginato-goma xantana (AGN-XT) por gelificacion externa. Se us6 el método
descrito en Cheow et al. (2014) con algunas modificaciones, condiciones que se
evaluaron se observa en la tabla 2.1., Cheow et al. utilizdé un porcentaje de 2 %
(AGN-XT, 3:1), en conjunto con doble recubrimiento con quitosano. Sin
embargo, este estudio buscé capsulas mas endebles para ser liberadas en el
estdmago, por ello se prescindié de aquel recubrimiento. Ademas, Se intento
reducir la concentracion de alginato, cuyo porcentaje exitoso en la publicacién
Sahasathian et al. (2010), en donde evaluaron la liberacion a pH géastrico de un
antibiético en una matriz de alginato, fue de 1%. Por ello, se probé diversas
concentraciones para la matriz de polisacaridos usada, y encontrar la menor
concentracion que formaran una capsula no tan dura y relativamente uniforme.
Ademas, se utilizé dos concentraciones de CaCl,, considerando un estudio de
Foster et al. (2012) que determind que la concentracion de calcio se relaciona
con la reticulacion. Habitualmente se utiliza 0,1 M, sin embargo, se probd

también con la mitad de esta concentracion (0,05M) para verificar si se
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formaban céapsulas mas blandas pero que conservaran su forma, y por ende, a

las bacterias probidticas.

Tabla 2.1. Condiciones de encapsulacion, en todas las capsulas se conservo la
proporcion 3:1 (alginato, goma xantana), y el tiempo de endurecimiento post-

encapsulacion en CaCl; fue de 10 minutos. (Fuente: Elaboracion propia)

AGN-XT (3:1) CaCl, (M)
% p/v

0,5 0,05
0,5 0,10
0,8 0,05
0,8 0,10
1,0 0,05
1,0 0,10
1,2 0,10
1,5 0,05
15 0,10
AGN-XT CaCl,
1,0 (0,5-0,5) 0,10
1,0 (0,6-0,4) 0,10
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El detalle de la preparacion de las capsulas consistié en que primero se cultivd
15 uL de un cepario de L. fermentum UCO-979C que se mantenia a -20 °C en 1
ml de caldo Man-Rogosa Sharpe (MRS, Difco) contenido en un eppendorf
estéril, después de el crecimiento por una noche de las bacterias planctonicas
(12-15h de crecimiento que corresponde a la fase exponencial) se centrifugo a
5000 rpm por 90 segundos, y se realizaron 2 lavados con suero fisioldgico. Se
agrego el pellet obtenido a 50 ml de una solucion del AGN-XT en un matraz
estéril de la proporcién y concentracion elegida, cuya matriz fue preparada
anteriormente agregandole agua destilada y con ayuda de un agitador
magnético a 200 rpm por 2 horas aproximadamente, y a 40 °C. Para las
capsulas de aceite (aceite vegetal belmont comercial) se le adiciondé 20 % de
aceite a la solucién. Para optimizar la concentracion de polisacéaridos utilizados
en las capsulas y llegar a la conclusion de utilizar AGN-XT en proporcion 3:1 'y
1.5% plv, se realizd el método de extrusion con jeringa de 10 ml, cuyas gotas
caian en 200 ml de CacCl, contenidos un vaso precipitado y agitado a 100 rpm
en un agitador magnético. Luego de optimizar la concentracion minima para
formar una capsula blanda y que conservara su forma, se atomizé en 250 ml de
CacCl, estéril en un recipiente de vidrio, usando el encapsulador Buchi B-395
equipado con una boquilla de 750 ym de diametro, condiciones que se usaron

después de pruebas preliminares se muestran en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Pardmetros utilizados en encapsulador Buchi B-395 con boquilla de

750 pm de diametro. (Fuente: Elaboracion propia)

Parametro Cépsula sin aceite Cépsula con aceite
Vibracién frecuencia 40-50 Hz 50-70 Hz
Velocidad de flujo 100 ml/min 52 ml/min
Voltaje de electrodo 450 mV 450 mV
Amplitud 3 3

Las capsulas que contenian con L. fermentum UCO-979C se formaron
inmediatamente como resultado de la interaccion entre el AGN y Ca++. Se dejo
endurecer durante 10 minutos a temperatura ambiente, después se filtraron las
capsulas con un colador estéril, y se lavaron con agua destilada, todo realizado

en una cabina de flujo laminar.

Las cépsulas que contienen las biopeliculas potenciales se prepararon desde
las capsulas de células plancténicas (modificado de Cheow et al. 2014) con una
etapa de incubacion adicional para formacion de biopelicula, especificamente,
durante 12 h (Salas-Jara et al. 2016%) en caldo MRS complementada con CaCl,

(20 %, concentracion encontrada en ensayos preliminares) para evitar que se
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disuelvan las capsulas en este medio. En Figura 2.1. se resume el

procedimiento.

Goma xantana

' 20 %
Na-Alginato . aceite
CaClz ‘
+ AGN: XT
/\-’7«‘ 1.5%

Figura 2.1. Procedimiento de la elaboracion de capsulas, en primera instancia
en estado plancténico y posteriormente en estado de biopelicula. Las capsulas
con aceite se elaboraron con la misma metodologia, solo que se adiciona 20%

aceite a la matriz. (Fuente: Elaboracioén propia).

2.2. Determinacion de la morfologia, cuantificacion de células viables en

agar, y determinacion de la presencia de exopolisacarido de las cdpsulas.

2.2.1. Andlisis de morfologia y determinacién de células viables

Se hizo un analisis macroscoépico de la forma de la capsula y tamafio. Ademas,

La morfologia (tamafio, forma) de capsulas himedas se caracteriz6 usando un
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microscopio de luz (Motic BA410), mientras que la morfologia mas detallada fue
visualiz6 por microscopio electrénico de barrido ETEC Autoscan (SEM),

Laboratorio de microscopia electrénica, Universidad de Concepcion.

Cada vez que se producian capsulas, se introducia una cantidad aproximada de
10 cépsulas en un eppendorf estéril bajo un gabinete de flujo laminar, para
luego pesarlas en una balanza analitica (peso no incluye el eppendorf). Estas
capsulas luego fueron disueltas en 1 ml de PBS con ayuda de un vortex.
Cuando fue necesario se uso estrés mecanico con ayuda de una pinza estéril.
Posteriormente se utilizdé el método de recuento en placa por 48 h de incubacién
a 37 °C en agar MRS. El resultado del recuento se expres6 en UFC/g capsula
(Figura 2.1.). Se analiz6 la cantidad de bacterias contenido tanto en céapsulas
planctonicas como en capsulas de biopelicula, para poder verificar si existe un

aumento después de la incubacion en caldo MRS.

2.2.2. Extraccion de exopolisacaridos (EPS)

El método que se usd para extraer EPS es una adaptacion del descrito por
Tallon et al. (2003). Para esto, primero se disolvio una cantidad conocida de
capsulas que contienen a L. fermentum UCO-979 (300 mg aproximadamente)
en 1 ml de suero fisidlogico, tanto capsulas plancténicas como en estado de

biopelicula, después fue necesario el estrés mecanico con pinzas para
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disolverlas. Luego se centrifugd la solucién a 10.000 g durante 10 min. En
donde se obtuvo un sobrenadante y un pellet que fueron tratados de la

siguiente manera.

El sobrenadante se tratd con acido tricloroacético (TCA) (concentracion final del
15% v/v) durante 2 h bajo agitacién suave, para luego centrifugar a 10.000 g
durante 10 minutos, y el pellet se deseché. El sobrenadante que contenia el
exopolisacarido (y azucares de la matriz) se precipité por la adicion de dos
volimenes de etanol absoluto frio seguido de una incubacion durante la noche
a 4°C. Después se centrifugé a 10.000 g durante 10 min, y se resuspendio el

pellet obtenido en 1 ml de agua destilada.

Para la extraccién de exopolisacarido de la pared celular de las bacterias del
pellet obtenido con la centrifugacion inicial de las capsulas, se resuspendieron
en 2 ml de EDTA (0,05 M) y se mantuvo a 4°C durante 3 h seguido por una
centrifugacion a 10.000 g durante 10 minutos. El pellet se desechd y al
sobrenadante se le adicion6 dos volumenes de etanol absoluto frio durante una
noche a 4°C, seguido de centrifugacion a 6.000 g durante 15 min. El
exopolisacarido recuperado en el pellet se suspendié en 1,5 ml de agua
destilada, volumen final. Todas las muestras se mantuvieron congeladas a -20 °

C hasta su utilizacion.
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2.2.3. Cuantificacion de exopolisacaridos (EPS)

El método colorimétrico fenol-acido sulfarico (Dubois et al. 1956) para
determinar la concentracion de exopolisacarido con pequefias modificaciones.
Alicuotas de 150 pl de exopolisacarido se trataron con 150 pl fenol (8%) y 750
pl de acido sulfurico al 98,5%, agitado a mano durante 5 s, y se incubo durante
15 min a 98 ° C. Para calcular la concentracion de EPS se midi6 la absorbancia
a 490 nm para hexosas y pentosas frente a una recta de calibrado con

dextrano. Se diluy6 10 veces las muestras.

2.3. Cuantificacién de la liberacion de la cepa L. fermentum UCO-979C a

pH 3 desde las capsulas e inhibicion de crecimiento de H. pylori.

2.3.1. Cuantificacion de la liberaciéon de la cepa UCO-979C a pH 3

La viabilidad de las bacterias encapsuladas liberadas a pH 3 se procedié segun
la metodologia de Cheow et al. 2014, en donde se preparé la solucién acida
mediante el ajuste del pH de la solucion de NaCl a = pH 3 (0,2% p/v)
adicionando HCI 1,0 M para simular la condicion no en ayunas del estbmago

(Cook et al. 2011).
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La viabilidad se determind por inmersién de una cantidad conocida de capsulas
(200 mg aproximadamente) en un falcon de 50 ml, adicionandole 10 ml de la
solucion preparada anteriormente que esta a pH 3, posteriormente se llevd a un

incubador shaking a 150 rpm y 37 °C (Figura 2.2.), durante 90 minutos.

Figura 2.2. Shaker (Modelo Argolab SKI 4) usado en la liberacion a pH 3 de las

capsulas a 150 rpm y 37 °C por 90 minutos. (Fuente: Elaboracion propia).

Se tomo6 una alicuota de 200 uL (sin ningun tipo de capsulas) en los tiempos 0,
45 y 90 minutos para cuantificar por recuento en placa la cantidad de bacterias
viables liberadas a pH 3. Después se cultivd en placas MRS por 48 h a 37 °C
para realizar el recuento pertinente. El tiempo de incubacion imita el tiempo de

vaciado de un estémago tipico en adultos humanos (Graff et al. 2001).
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2.3.2. Inhibicién del crecimiento de Helicobacter pylori causado por la

cepa UCO-979C

La inhibicién del crecimiento de H. pylori (cepa J99) se realiz6 utilizando la
metodologia de difusion radial, descrita por Sgouras et al. (2004). Brevemente,
se prepararon 5 pocillos de 6 mm de diametro aproximadamente con un
sacabocado estéril (pipeta Pasteur autoclavada), en placas de 25 ml de agar
Columbia suplementado con sangre de caballo desfibrilada y sin DENT.
Posteriormente, las placas se inocularon usando térulas estériles y una
suspensién de H. pylori J99 a McFarland N°2 (Hartzen et al. 1997). El ensayo
se hizo tanto para 1) La bacteria UCO-979C obtenida directamente desde
cepario, 2) La bacteria UCO-979C de las capsulas de biopelicula previamente
recuperada en una placa después de crecer una noche al disolver la capsula, y
3) Para la bacteria UCO-979C recuperada por el recuento en placa hecho
previamente del sobrenadante de pH 3 y cultivada una noche. A continuacion,
cada suspension de un cultivo de una noche (12-15 h) en 6 ml de caldo MRS
sin citrato de la cepa UCO-979C, se centrifugd 3 veces 1 ml del cultivo a 5000
rom por 1 minuto en cuya primera centrifugacion se guardo6 el sobrenadante, y
después se lavo 2 veces con suero fisidlogico el pellet. Las placas se incubaron
a 37° C, durante 96 h, en estufa de microaerofilia. Se depositaron 60 yL en

cada pocillo, cada uno contenia MRS sin citrato, MRS sin cintrato + UCO-979C
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(12 h), suero fisiolégico, sobrenadante del cultivo de UCO-979C (12 h), pellet de

la cepa UCO-979C en 0,5 ml de suero fisioldgico.

Los resultados se expresaron segun Gaudana et al. (2010), en el cual las cepas
se definen midiendo sélo la zona de inhibicion como: cepas no inhibidoras,
halos < 1 mm (+/-); cepas con ligera inhibicion, halos = 2 mm (+); cepas con
fuerte inhibicion, halos = 2 - 5 mm (++); y cepas con muy fuerte inhibicion, halos
de mas de 5 mm (+++). Se comparé la cepa en estado plancténico sin
encapsular con la cepa liberada de las capsulas de biopelicula a pH 3,
adicionalmente se hara este ensayo para las bacterias encapsuladas en estado

de biopelicula para verificar que la capsula no interfiere en la inhibicion con H.

pylori.

2.4. Viabilidad en el tiempo de L. fermentum UCO-979C contenidos en las

capsulas

Para examinar la viabilidad de los encapsulados probioticos, se almacenaron a
dos temperaturas diferentes: 25 °C (temperatura ambiente), 4 °C (temperatura
refrigeracion) durante 60 dias en tubos de ensayo con suero fisiologico. El
namero de bacterias viables se determind por recuento en placa como se

explicd anteriormente en el inciso 2.1.
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2.5. Andlisis estadistico

Se utilizd desviacion estandar de ser necesario considerando el numero de
réplicas de 3 0 2 segun el ensayo. En todos los experimentos se comparé las
capsulas en estado plancténico con las que estan en estado de biopelicula, que
fueron cultivadas una noche en caldo MRS. Por otro lado, se aplicé un test t de
Student (con un intervalo de confianza del 95%) para analizar el aumento de
densidad bacteria en las capsulas y la liberacion a pH 3 de bacterias desde

capsulas.

Para el andlisis de la concentracion de exopolisacarido se realizé un Analisis de
Varianzas (ANOVA) de tres vias. Posterior al analisis se realizaron contrastes
con la finalidad de comparar los aumentos, con y sin bacteria, con y sin medio
MRS (caldo sin citrato), tanto para el experimento con aceite como el
experimento sin aceite. Los analisis fueron realizados utilizando el software

estadistico InfoStat.
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3. RESULTADOS

3.1. Optimizacion de concentraciones de las matrices usadas para obtener

capsulas estables

Para optimizar la capsula que contendria la bacteria probi6tica, con el fin de que
fuese blanda y que permitiese la liberacion a nivel gastrico, se probo6 diversas
concentraciones y proporciones de matriz (AGN-XT) y dos concentraciones de
CaCly, las que se indicaron en materiales y métodos (Tabla 3.1.), en cuya tabla
se pudo ver si se formaron las capsulas en cada concentracion usada. Cuando
no se formaban las capsulas se veia una masa, que indicaba que no habia

reticulacion (Figura 3.1.).
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Tabla 3.1. Encapsulacién L. fermentum UCO-979C en alginato/ goma xantana
por el método de extruccion con jeringa. Tiempo degelificacion post

encapsulacion de 10 minutos. X: No gelifica. (Fuente: Elaboracion propia).

AGN-XT (3:1) CaCl, (M) Céapsula

% plv

0,5 0,05 X

0,5 0,10 X

0,8 0,05 X

0,8 0,10 Si. Gelifica débil, poco viscoso
1,0 0,05 X

1,0 0,10 Si

1,2 0,10 Si

15 0,05 Si (Gelifica muy débil)
1,5 0,10 Si

AGN-XT % p/v caCl, (M) Capsula

1,0 (0,5-0,5) 0,10 Si. Viscosa y endeble
1,0 (0,6-0,4) 0,10 Si. Irregular y deforme
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Figura 3.1. Diferencia visual del resultado de la encapsulacion al utilizar ciertas

condiciones indicadas en la Tabla 3.1. A: Cuando no se forman cpsulas con
las condiciones indicadas en la Tabla 3.1., B: Cuando se forman capsulas
especificamente con la condicion 1,5% (AGN-XT, proporcion 3:1,

respectivamente). (Fuente: Elaboracion propia).

Hay que tener en cuenta que estas concentraciones fueron previamente
probadas por el método de extrusion en jeringa para encontrar la proporciéon
Optima para la produccion de las capsulas, por lo que después al usar el
encapsulador, no se pudo utilizar la minima concentracion probada en jeringa
que producia capsulas de consistencia deseada (1%, proporcién 3:1, AGN:XT)
(goma xantana-alginato), sino que se us6 (1,5%, proporcién 3:1, AGN:XT) para
obtener capsulas méas uniformes en el encapsulador, ya que al usar 1% y 1,2%

(Tabla 3.1.) se observaban capsulas mas endebles y no conservaban su forma,
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a pesar que a esas concentraciones se observo que se formaban capsulas
adecuadas con el método de extrusion en jeringa, deduciendo que estos
métodos son ligeramente diferentes a la hora de obtener cépsulas, cuyas
variables pueden ser la altura y velocidad con que caia la gota de la matriz, ya
que fue ligeramente diferente la formacion de capsulas usando jeringa o el
encapsulador (Cheow et al. 2014), ademas el tamafio de cdpsula era un poco
mayor en la jeringa (5mm en jeringa y 3 mm en encapsulador provocada por un
boquilla de 750 um, aproximadamente). Se fue variando la concentracidon tanto
de polisacarido como de CaCl,, en casi todas las concentraciones de CaCl, de
0,05 M se observé que la capsula no se formaba, excepto cuando se usaba
proporcion 1,5% (3:1, AGN:XT), pero era una capsula muy débil y no mantenia
la forma por mucho tiempo. En la Figura 3.2. se observé algunas imagenes de
las capsulas obtenidas de algunas proporciones utilizadas: 0.8% (0,6 AGN, 0,2
XT), 1% (0,5 AGN, 0,5 XT), 1% (0,5 AGN, 0,5 XT), y 1% (0,5 AGN, 0,5 XT),
todas elaboradas en la etapa de optimizacion de parametros para obtener la
mejor capsula por el método de extrusion en jeringa y con una concentracion de
CaCl, de 0,1 M. Se observa que cuando se utiliza mayor proporcién de goma
xantana las capsulas son menos esféricas, ya que le concede cierta elasticidad
(Cheow 2014 et al.), también se ve que cuando son tratadas a pH 3 por 90
minutos las capsulas elaboradas por el método de extrusidon en jeringa, en

general presentan disminucién de tamafio (Figura 3.2.).

30



—4 O,V
22§ # 1

Figura 3.2. Visualizacién de algunas proporciones de las matrices usadas en la
elaboracion de las capsulas en pruebas preliminares para ver concentracion
Optima utilizada por método de extrusion en jeringa. A) 0,8% p/v (0,6 AGN, 0,2
XT), B) 1% p/v (0,5 AGN, 0,5 XT), C) 1% (0,75 AGN, 0,25 XT), D) Capsula
obtenida a la concentracion utilizada para el trabajo de estudio, 1,5% (AGN-XT,

3:1). La concentracion de CaCl, utilizada fue de 0,1 M. (Fuente: Elaboracion propia).
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Las capsulas con la proporcién escogida elaboradas en el encapsulador (1,5%,
AGN-XT, 3:1) para todo el trabajo experimental se aprecian en la Figura 3.3.,
tanto las capsulas con aceite como sin aceite, y se observa la reduccion de
tamafo al ser tratadas a pH 3 por 90 minutos, la cual es aproximadamente
entre 0,5-1 mm. Hay que recordar que la optimizacion fue solamente realizada
por las matrices sin bacteria, después de obtener la condicion 6ptima
mencionada se procedi6 a encapsular L. fermentum UCO-979C en
encapsulador, en donde también se procedi6 a estandarizar parametros

mencionados en la Tabla 2.1. de la metodologia.
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Figura 3.3. Visualizacion de la reduccion de tamafio de capsulas elaboradas en
a una concentracion de 1,5%, proporcion 3:1 (AGN - XT) en capsulas con y sin
aceite, una concentracion de 0,1M CacCl,, 10 minutos de reticulacion. Método
de extrusion en jeringa. A) Capsula sin aceite B) Capsula sin aceite después de
90 minutos a pH 3, C) C4psula con aceite D) Céapsula con aceite después de 90
minutos a pH 3. Las capsulas poseen un tamafio de 5 mm y no presentan

bacteria. (Fuente: Elaboracion propia).

Posteriormente se elaboraron capsulas con probioticos en el encapsulador B-
395 Buchi con una boquilla de 750 um, por ello las capsulas fueron mas
pequefias (2-3 mm) en comparacion con capsulas hechas con jeringa. En la
Figura 3.4. se puede ver que al ser las capsulas cultivadas por una noche en

caldo MRS cambian de color, de blanco a un color un poco marron, y se ven
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ligeramente mas hinchadas comparadas con las planctonicas. Sin embargo, las

capsulas que mas cambian de color son las sin aceite, claramente debido a la

afinidad del medio con la capsula que es hidrofilica.

Figura 3.4. A: Capsulas sin aceite en estado plancténico (Pla) y en estado de
biopelicula (MRS) B: Capsulas con aceite en estado plancténico (Pla) y en

estado de biopelicula (MRS). (Fuente: Elaboracién propia).
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3.2. Visualizacién de la morfologia de la capsula de biopelicula por

microscopia opticay por microscopia electronica de barrido

La microscopia Optica denotd que las capsulas son irregulares y tienen un color
similar al caldo MRS en el cual fueron embebidos por 12 horas. La capsula sin
aceite posee una forma bastante irregular, similar a un ovalo, y se ven
pequefias microcolonias por microscoia de luz (4 x), que al ser observadas con
mas aumento denotan la presencia de densidad bacteriana considerable
(Figura 3.5.), corroborado por los recuentos efectuados en ensayos posteriores.
La cépsula con aceite en aumento 4x no se pudo ver microcolonias,
probablemente por la estructura que le otorga el aceite, especies de grumos
gue pueden ser causados por la repulsion que existe con la matriz que es
hidrofilica. Sin embargo en el aumento 100x se aprecia que presenta también

conglomerados de bacterias (Figura 3.6.).
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Aumento 4x Aumento 100x

Figura 3.5. Microscopia oOptica de la cipsula sin aceite en estado de biopelicula
vista a 4x. Ademas la capsula se aplasté con un cubreobjeto para ver los

conglomerados de bacteria a 100x. (Fuente: Elaboracion propia).

Aumento 100x

Aumento 4x

Figura 3.6. Microscopia Optica de la capsula con aceite en estado de
biopelicula vista a 4x. Ademas la capsula se aplasté con un cubreobjeto para

ver los conglomerados de bacteria a 100x. (Fuente: Elaboracién propia).
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La microscopia electronica de barrido mostré que las capsulas sin aceite en
estado plancténico poseian una densidad bacteriana muy baja, ya que no se
pudo visualizar bacterias (Figura 3.7.), y en las capsulas sin aceite en estado de
biopelicula (Figura 3.8.) si se pudo ver conglomerados bacteriano rodeados por
una masa blanca que se presume que puede ser exopolisacéarido, ya que no fue
visto en las cépsulas de plancténicas (Figura 3.7.). Ademas la capsula de
biopelicula se ve mas hinchada, comparada con la planctonica, lo que se pudo
deber a el incremento bacteriano por haber sido cultivada 12 h en caldo MRS, o

simplemente por la retencién de liquido debido a la interaccion con las

moléculas de goma xantana.

Figura 3.7. Visualizacién de la cpsula sin aceite que contiene Lactobacillus
fermentum UCO-979C en matriz alginato/goma xantana en estado plancténico.

A) Superficie de la capsula B) Corte transversal de la capsula. Aumento 5000X.

(Fuente: Elaboracion propia).
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Figura 3.8. Visualizacién de la capsula sin aceite que contiene Lactobacillus
fermentum UCO-979C en matriz alginato/goma xantana en estado de
biopelicula A) Superficie de la capsula, B), C) y, D) Corte transversal de la
capsula. Aumento 5000X. Flechas rojas indican la presencia de
exopolisacarido, flechas amarillas muestran conglomerados de Lactobacillus
fermentum UCO-979 que forman biopelicula. La cota blanca corresponde a 500

pmenAya5pumenB, C, yD. (Fuente: Elaboracién propia).
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Figura 3.9. Visualizacion de la capsula con aceite que contiene Lactobacillus

fermentum UCO-979C en matriz alginato/goma xantana y 20% de aceite
vegetal. A) Superficie capsula planctonica, B) Superficie capsula formando
biopelicula C) Corte transversal capsula plancténica, D) Corte transversal

capsula formando biopelicula. Aumento 5000X. (Fuente: Elaboracion propia).
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Las capsulas con aceite, tanto planctonicas como en estado de biopelicula no
pudieron verse las bacterias encapsuladas. Sin embargo recuentos posteriores
demostraron que si se presentaba y habian diferencias entre estas capsulas. En
cuanto a su morfologia la capsula planctonica se ve mas uniforme que la
capsula de biopelicula (Figura 3.9.). La Figura 3.10. mostré claramente la
diferencia presente de la matriz después de ser tratada por 12 h en caldo MRS.
Especificamente en un corte transversal, se observd un aspecto mas liso y

compacto.

Figura 3.10. Visualizacién de la capsula con aceite que contiene Lactobacillus

fermentum UCO-979C en matriz alginato/goma xantana y 20% de aceite
vegetal A) Corte transversal capsula plancténica, B) Corte transversal capsula

de biopelicula. Aumento 5000X. La cota blanca corresponde a 5 um. (Fuente:

Elaboracion propia).
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3.3. Cuantificacion de células viables de las capsulas por recuento en

placa en capsulas planctonicas y de biopelicula, con y sin aceite.

Los recuentos que se pueden ver en la Tabla 3.2. que mostro la diferencia
existente entre las capsulas al ser cultivadas por 12 h en caldo MRS, en donde
se observdé un aumento aproximado de 2 logaritmos. En capsulas sin aceite
plancténicas incrementé de 2,23 *10” a 1,26 * 10° (capsulas de biopelicula sin
aceite), y en capsulas con aceite planctdnicas incrementé de 1,77 * 10" a 1,55

*10° (capsulas de biopelicula con aceite).

En la Figura 3.11. se observo la diferencia del nimero de colonias segun la
dilucion utilizada, en las diluciones las capsulas plancténicas se ubican en el
rango de la dilucion 10, mientras que las capsulas de biopelicula en un rango

de 10,
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Tabla 3.2. Recuento en placa de las capsulas antes y después de ser

cultivadas en caldo MRS por 12 h. Ensayo realizado por triplicado. (Fuente:

Elaboracion propia).

Cépsula
planctonica
(UFC/g cépsula)

Cépsula estado de
biopelicula
(UFC/g céapsula)

Sin aceite

Muestra 1: 3,1 * 10’
Muestra 2: 1,5 * 10’
Muestra 3: 2,1 * 10’

Promedio:
2.23* 10’

Muestra 1: 2.0 * 10°
Muestra 2: 4.5 * 10°
Muestra 3: 3.0 * 10°

Promedio:
1.26 * 10° *

Con aceite

Muestra 1: 3,2 * 10’
Muestra 2: 1,4 * 10’
Muestra 3: 2,2 * 10’

Promedio:
1.75 * 10’

Muestra 1: 2,6 * 10°
Muestra 2: 1,7 * 10°
Muestra 3: 1,4 * 10°

Promedio:

1.55 * 10° *

El analisis estadistico t de Student realizado demostr6 que comparando las
capsulas con y sin aceite, tanto para las capsulas planctonicas y las capsulas

de biopelicula, no se registré diferencias significativas (Tabla 3.3.). En cambio al
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comparar las capsulas plancténica con las de biopelicula, tanto con y sin aceite,
se vio una diferencia significativa, considerando un intervalo de confianza del

95%. (Tabla 3.4.)

Tabla 3.3. Andlisis t- Student del recuento en placa, comparando capsulas con

y sin aceite, ya sea para capsulas planctonicas como capsulas de biopelicula.

(Fuente: Elaboracién Dra. Katia Séez, Departamento de estadistica, Universidad de

Concepcion).

sin aceite con aceite
Media D.E. Media D.E. p-valor
bicfilm 3.17e+09 1.26E+H09 1.90E+09 6.24E+08 0.1934
plancténica 2.23E+07  B.08E+06 2.2T7E+07  9.02EHIG 0.9643

Tabla 3.4. Analisis t- Student del recuento en placa, comparando capsulas
planctonicas y con biopelicula, ya sea para cdpsulas con y sin aceite. * Son

estadisticamente significativas P < 0,05. (Fuente: Elaboracion Dra. Katia Saez,

Departamento de estadistica, Universidad de Concepcién).

biofilm planctonica
Media D.E. Media D.E. p-valor
sin aceite 3.17E+09 1.26E+09 2.23E+07  B.0B8EHDG 0.0495 *
con aceite 1.90E+09 6.24E+H08 2.27EH0T  9.02EH06 0.0350 *
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Figura 3.11. Imagen del recuento en placa efectuado en las céapsulas

elaboradas, especificamente en capsula de biopelicula sin aceite. (Fuente:

Elaboracion propia).

3.4. Liberacion de Lactobacillus fermentum UCO-979C desde las capsulas

expuestas apH 3

La Figura 3.12. mostré la liberaciéon de las cdpsulas que se presenté solamente
en las cépsulas de biopelicula, ademas tratamientos efectuados solo en agua
mostré una liberacién pobre y nula, y solo presentada en capsulas con aceite
desde los 45 minutos, conservando la integridad de la capsula. Por lo que el
efecto de la erosién de las capsulas y liberacion de bacterias probiéticas es
debido a la exposicién a pH 3 y no al estrés mecanico acuoso (Figura 3.13.). La
liberacién es continua en el caso de las capsulas sin aceite, mientras que en las

capsulas con aceite aumenta en mayor medida a los 90 minutos.
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Figura 3.12. Liberacion de las capsulas de biopelicula en el tiempo. Cépsulas

fueron tratadas con 10 ml de una solucién acida a pH 3, y se tomé muestras en

tiempo 0, 45 y 90 min. (Fuente: Elaboracion propia).

El andlisis estadistico realizado demostrd que a los 90 minutos las capsulas con

biopelicula con aceite poseian una mayor liberacion, corroborado al ser

estadisticamente significativo segun el intervalo de confianza del 95%, con un

test t de Student (Tabla 3.5).
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Figura 3.13. Efecto de erosion y debilitamiento de la capsula producido al
tratar por 90 minutos a pH 3 las capsulas, en agua no se observé mayor
erosion A: Capsulas sin aceite, B: Capsulas con aceite. (Fuente: Elaboracion

propia).

Tabla 3.5. Analisis t- Student de la liberacién de bacterias probiéticas a pH 3

** Son estadisticamente significativas P < 0,01. (Fuente: Elaboracién Dra. Katia

Séez, Departamento de estadistica, Universidad de Concepcion).

sin aceite con aceite
Tiempo Media D.E. Media D.E. p-valor
2 min 579000.0 86156.8 426666.7 896289 0.1011
45 min F02333.3 2555902 7B6666.7 757188 0.6974
90 min 8933333 107857 .9 57666667 7837626 0.0082 **
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3.5. Ensayo de difusién en agar de las bacterias contenidas en las

capsulas, y de bacterias liberadas a pH 3

Los ensayos de difusion en agar mostraron que se conservo la actividad
inhibitoria contra H. pylori, el primer ensayo se realizé con la cepa UCO-979 sin
encapsular (Figura 3.14.) y como se indico en la metodologia, observandose los
datos obtenido en la Tabla 3.6. Ademas en esta tabla se registran los resultados
en mm de los ensayos efectuados a las bacterias recuperadas de las capsulas
de biopelicula y las bacterias recuperadas desde la solucidon que estaba a pH 3,
especificamente la liberacién presentada a los 90 minutos de tratamiento con
esta solucion. Se ve que la tendencia es una inhibicion de 2 mm en la mayoria
de los casos y se conserva después de encapsular la bacteria y liberarla a pH

acido.

Segun Gaudana et al. (2010), la cepa utilizada se define como cepa con ligera

inhibicion, correspondiente halos aproximados de 2 mm (Tabla 3.6.).
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Tabla 3.6. Datos en mm de el ensayo de difusién en agar columbia- sangre de

Lactobacillus fermentum UCO-979C contra H. pylori antes y después de

encapsular (y cultivar por 12 h en caldo MRS), y después de ser liberada por

exposicion a pH 3. N.I.= No inhibe. (Fuente: Elaboracion propia).

UCO0-979C Pellet  Suero MRS s/c MRS s/c Sobrenandante
Fisiolégico sin bacteria con bacteria
Sin encapsular N.I. N.I. 2,5 mm 4,5 mm 4,5 mm
3,0 mm 5,0 mm 5,0 mm
3,0 mm 6,0 mm 5,0 mm
§:2,8 E:Syl §:4,8
Encapsulada sin N.I. N.I. 3,0 mm 5,5 mm 5,0 mm
aceite 3,0 mm 5,0 mm 50 mm
3,0 mm 5,0 mm 5,0 mm
E:S,O §:5,2 E:S,O
Encapsulada con N.I. N.I. 3,0 mm 5,0 mm 5,0 mm
aceite 3,0 mm 5,0 mm 50 mm
2,5mm 5,0 mm 4,5 mm
X =28 X =50 X =48
Liberada a pH 3 N.I. N.I. 3,0 mm 5,0 mm 5,0 mm
capsula sin aceite 3,0 mm 5,0 mm 5,0 mm
3,5mm 6,0 mm 6,0 mm
§:3,2 §:5,3 E:S,S
Liberada a pH 3 NI NI 3,0 mm 5,0 mm 55 mm
cépsula con aceite 3,0 mm 5,5mm 55 mm
3,0 mm 5,5 mm 5,0 mm
E:S,O §:5,3 E:S,O
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Figura 3.14. Ensayo de difusion en agar columbia- sangre de Lactobacillus
fermentum UCO-979C contra H. pylori antes de encapsular la bacteria.SB:
Sobrenadante bacteriano, SF: Suero fisiélogico P: Pellet, MRS: Caldo MRS
sin citrato MRS+B: MRS sin citrato mas bacteria. Flecha roja indica 5mm,

flecha amarilla 3 mm. (Fuente: Elaboracion propia).
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3.6. Ensayo de recuento en placa cada 15 dias, durante 60 dias

Los resultados del recuento en placa se pueden ver en los Figuras 3.16.y 3.17.,
los cuales se hicieron a dos temperaturas diferentes, 25°C y 4°C,
respectivamente, ademas se observa que a pesar de pasar 60 dias las
capsulas con aceite aun no pierden su capacidad de flotar en suero fisioldgico,
tanto las capsulas almacenadas a 25°C como las almacenadas a 4°C (Figura
3.15.). Cuando las capsulas fueron almacenadas 25 °C, es decir, a temperatura
ambiente, se observdé que las capsulas planctonicas dejan de presentar
bacterias viables crecidas en placa MRS a los 30 dias. En cambio las capsulas
con biopelicula, tanto con o sin aceite, presentaron bacterias viables aun a los
60 dias en el que las capsulas fueron mantenidas en suero fisiologico, ademas
las capsulas con aceite que poseen biopelicula tuvieron la peculiaridad de
conservar su recuento hasta los 15 dias, sin embargo, después de los 30 dias
la disminucion fue mayor que en las capsulas sin aceite que presentaban

biopelicula (Figura 3.16.; Anexo A).
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Figura 3.15. Capsulas con L. fermentum UCO-979C almacenadas a 4°C
durante 60 dias. A: Cépsulas sin aceite. Capsula blanca es plancténica, capsula
marron es en estado de biopelicula B: Capsulas con aceite. Capsula blanca es
planctonica, capsula marron es en estado de biopelicula. (Fuente: Elaboracion

propia).
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Figura 3.16. Recuento en placa de las capsulas a 25°C cada 15 dias.

Las capsulas sin aceite con biopelicula almacenadas en suero fisioldgico a 4°C
presentan un ligero aumento a los 15 dias, al igual que las céapsulas

planctonicas, que se puede deber a que contindan en crecimiento aun en estas

(Fuente: Elaboracion propia).

condiciones (Figura 3.17.; Anexo A).

Las capsulas almacenadas en suero fisioldgico a 4°C se observd que la
viabilidad es mayor que las capsulas almacenadas a temperatura ambiente, ya
que a 25°C las capsulas con biopelicula a los 60 dias tienen 10*- 10° UFC/g de

capsula y las cépsulas planctonicas no poseen recuento después de 30 dias.
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Por otro lado las capsulas a 4°C que contienen biopelicula estan en el orden de
10" (UFC/g de capsula) después de 60 dias almacenados en suero fisioldgico,

y las capsulas plancténicas poseen 10° (UFC/g de capsula) después de 60

dias.
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8
S
0
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© 1 == Capsula planctdnica aceite
(@)
O 1.00E+06 Cépsula biofilm
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D === C3apsula biofilm aceite
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1.00E+04

0 20 40 60 80
Dias

Figura 3.17. Recuento en placa de las capsulas a 4°C cada 15 dias.

(Fuente: Elaboracion propia).
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3.7. Cuantificacion de exopolisacaridos

La medicién de azucares se realizo primero a la capsula sin bacteria y después
a la capsula con bacteria, primero se extraen los azUcares totales desde la
capsula, y después se realiz6 el método fenol-acido. Para los calculos se
obtuvo la ecuacion de la recta de la curva de calibracion de dextrano observada

en el Figura 3.18.

La cuantificacidon se expres6é en mg de EPS/ g capsula. El exopolisacarido
correspondia a la diferencia de azucares totales presentada en la capsula cony
sin bacteria en cada caso: 1) capsula sin aceite y bacteria planctonica, 2)
capsula con aceite y bacteria plancténica, 3) capsula sin aceite y bacteria en
estado de biopelicula, 4) capsula con aceite y bacteria en estado de biopelicula.
Cuando en las Figuras se menciona MRS, se refiere a que se cultivdé por 12 h

en MRS la capsula plancténica.
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Figura 3.18. Curva de calibracién de dextrano (Anexo B).

(Fuente: Elaboracion propia)

Los resultados muestran que en el caso del sobrenadante, en general se obtuvo
menos concentraciones de exopolisacarido que en el pellet, ya que cuando es
tratada en MRS esté en el orden de 0,9 mg EPS/ g cdpsula en el sobrenadante
y en el pellet en el orden de 4,0 mg EPS/ g capsula. En el sobrenadante de las
capsulas sin aceite se observd un aumento en la concentracién de
exopolisacarido de 0,32 mg EPS/ g capsula y en las capsulas con aceite el
aumento fue de 0,18 mg EPS/ g capsula, comparando cépsulas planctonicas
con capsulas cultivadas en MRS por 12 h (biopelicula) (Figura 3.19.). En el caso
del exopolisacarido contenido en el pellet de capsulas sin aceite se registro un

aumento de 0,3 mg EPS/ g capsula y en las capsulas con aceite se observo una
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disminucién de 0,3 mg EPS/ g capsula, comparando capsulas plancténicas con
capsulas cultivadas en MRS (biopelicula) (Figura 3.20.). Esta disminucion seria
incongruente con los datos obtenidos en el recuento en placa, ya que el
aumento de la cantidad de bacterias al ser cultivada la capsula de aceite en
MRS daba indicio de formacion de biopelicula y por ende exopolisacarido,
posibles explicaciones se analizan en la discusion. Todos los experimentos

fueron realizados por triplicado.

N. 5.
1,00 - p=0.0402 I 1
0,90 -
0,80 - I
0,70 -
0,60

0,50 .

0,40
0,30

0,20
0,10
0,00
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hacteria

mg EPS/g capsula

con sin
bacteria | bacteria

con sin
hacteria | bacteria

con sin
bacteria | bacteria

con
hacteria

sin MRS con MRS sin MRS con MRS

5in ace ite con aceite

Capsulas con L. fermentum UCO-979C

Figura 3.19. Cuantificacion de azUcares totales con y sin bacteria en el
sobrenadante de la extraccion. La resta representa el exopolisacarido
contenidos en cada seccién. N.S.: No estadisticamente significativo, p<0,05:

Estadisticamente significativo (Anexo C). (Fuente: Elaboracién propia)
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Figura 3.20. Cuantificacion de azlcares totales con y sin bacteria en el pellet

de la extraccion. La resta representa el exopolisacarido contenidos en cada

seccion. N.S.: No estadisticamente significativo (Anexo C).

(Fuente: Elaboracién propia)

Para el analisis estadistico con la finalidad de comparar los promedios de las

respuestas se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de tres vias, Medio (sin

y con caldo MRS sin citrato), Aceite (sin y con) y Bacteria (sin y con). Posterior

a ello al andlisis se realizaron contrastes con la finalidad de comparar los

aumentos, con Yy sin bacteria, con y sin medio MRS, tanto para el experimento

con aceite como para el experimento sin aceite. Se evidencio el cumplimiento

de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas a través de los
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test de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Un nivel de significacion del
a=0,05 fue utilizado, esto es cada vez que el valor p fue menor o igual que 0,05
se consider6 estadisticamente significativo. Ello se vio reflejado en solamente
en el caso del exopolisacarido del sobrenadante como se indica en la Figura

3.19, posibles explicaciones se discuten mas adelante
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4. DISCUSION

Los resultados de la optimizacion de la matriz de alginato (AGN) y goma
xantana (XT), permitieron concluir que se necesitaba minimo 0,1 M de
concentracion de CaCl, para que se forme una capsula relativamente rigida, y
concuerda con estudios hechos anteriormente en capsulas con la misma
mezcla de matriz; sin embargo en ese estudio de Cheow et al. 2014 se utilizé
una concentracion de 2% p/v proporcion 3:1 AGN - XT, ademas de un tiempo

de 30 minutos de endurecimiento en la solucién solo capsulas sin aceite.

En este trabajo se demostré que se pudo reducir un poco la concentracién a 1,5
% p/v proporcion 3:1 (AGN - XT) y 10 minutos de endurecimiento en la solucion,
sin perder la forma de la capsula. Sin embargo, los objetivos de ambos trabajos
eran distintos, ya que este trabajo busco la liberacién de probidticos a nivel
gastrico, y el estudio mencionado buscaba la liberacion a nivel intestinal, por

ello recubrian adicionalmente con quitosano.

La formacion de una capsula estable se debe principalmente a la relacion de
calcio y alginato que hay en la solucién para que formen la gelificacién i6nica
(Heng et al., 2003), por lo que a veces se formaban las capsulas y a veces no,

segun los parametros utilizados (Tabla 3.1.), ademas que variaba la formacion
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segun el método utilizado, si era con jeringa o con encapsulador, principalmente
debido a parametros como el diametro de la boquilla, velocidad de flujo, altura
de caida de la gora, volumen de CacCl, y recipiente utilizado, entre otros (Burgain
et al. 2011). Las cépsulas que se observaron en la etapa de optimizacién en la
Figura 3.1. que poseian mayor cantidad de goma xantana tomaban una forma
mas alargada y eran mas viscosas, debido a la naturaleza de esta goma, por el
contrario mientras mayor cantidad de alginato se utilizaba se formaba una
capsula mas dura, debido a que se formaba un reticulado i6nico mas fuerte
(Heng et al., 2003). La Figura 3.2. ademas muestra la reduccion de tamafio al
ser tratadas a pH acido por 90 minutos, tanto en capsulas con aceite como sin
aceite, lo que corrobora con bibliografia con respecto a la conduce a la
interrupcion de la atraccion electrostatica de Ca*™ y COO" del reticulado ionico,

provocando cierta erosion de la capsula (Bajpai et al. 2006).

En definitiva este trabajo utilizé en el encapsulador B-395 Buchi una matriz 1,5
% proporciéon 3:1 (AGN - XT) y 10 minutos de endurecimiento en la solucién. La
Figura 3.3. mostrd que las cépsulas al ser cultivadas por una noche en caldo
MRS cambian de color, de blanco a un color levemente marron, color similar al
medio en el cual son embebidas, ademas se ven ligeramente mas hinchadas
comparadas con las plancténicas presumiblemente por la naturaleza de la

goma xantana, que es capaz de retener agua (Darwiche et al., 2003). Las
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capsulas que mas cambian de color son las sin aceite, principalmente por un

tema de afinidad hidrofilica.

La microscopia optica denotd que las capsulas son irregulares y tienen un color
marron descrito anteriormente, la capsula sin aceite de biopelicula presentaron
una forma irregular, ovalada y pequefias microcolonias (Figura 3.4.). En la
capsula con aceite en aumento 4x no se pudo visualizar microcolonias debido a
la interferencia que puede causar la estructura que le otorga el aceite, que se
ven como protuberancias por la repulsién de afinidad que existe con la matriz
gue es hidrofilica y el aceite usado; sin embargo, en el aumento 100x se aprecia
gue presenta también microcolonias, comprobando que la capsula de

biopelicula posee bacterias en su interior (Figura 3.5.).

La microscopia electrénica de barrido mostr6 que para las capsulas sin aceite
en estado plancténico poseia una superficie lisa, y una densidad bacteriana
baja, ya que no se visualizaron bacterias (Figura 3.7.). Esto sugiere que
presentan menor cantidad de bacterias con respecto a las capsulas de
biopelicula, en estas ultimas si se visualizaron conglomerados bacterianos. En
las capsulas sin aceite en estado de biopelicula (Figura 3.8.) se vio
microcolonias rodeadas por una masa blanca que se presume que fue
exopolisacarido, ya que no fue visto en las capsulas de bacterias planctonicas

(Figura 3.7.) y se encuentra alrededor de las microcolonias. Cabe destacar que
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en las capsulas AGN-XT de biopelicula realizadas por Cheow et al., 2014 se
podian ver bacterias en la superficie, ellos usaron un Buchi Spray Dryer B-290.
Por ello las capsulas estaban mas deshidratadas que las céapsulas realizadas
en este trabajo, basado en gelificacion externa B-395 Buchi. Ademas, la
capsula de biopelicula se ve mas hinchada, comparada con la planctonica, lo
gue se puede deber al incremento bacteriano por haber sido cultivada 12 h en
caldo MRS, o simplemente por la retencion de liquido debido a la interaccién
con las moléculas de XT, las altas afinidades de XT para las moléculas de agua
(Torres et al., 2012) aumentan la hinchazon de las capsulas (Darwiche et al.,

2003).

En las capsulas con aceite, tanto planctonicas como en estado de biopelicula
no pudieron verse las bacterias encapsuladas; sin embargo, los recuentos
obtenidos demostraron que las capsulas de biopelicula poseian mayor densidad
bacteriana que las planctonicas. En cuanto a su morfologia la cépsula
planctonica se ve mas uniforme gque la capsula de biopelicula, lo que se puede
deber que al ser cultivadas por una noche en caldo MRS las interacciones
hidrofilicas-hidrofobicas afectaron un poco su superficie, reventando ciertas
protuberancias presentes en la capsula (Figura 3.9.). La Figura 3.10. mostré
claramente la diferencia presente de la matriz después de ser tratada por 12 h

en caldo MRS, especificamente en un corte transversal se observé un aspecto
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mas liso y compacto, que también puede ser atribuible a las interacciones

hidrofilicas-hidrofébicas.

Hay que tener en cuenta que SEM proporciona alta resolucion, alta profundidad
de campo y una amplia gama de ampliaciones operacionales para estudios de
biopelicula (Wu et al., 2014) o cdpsulas (Cheow et al., 2014). Sin embargo, la
deshidratacion de las etapas incluidas en el procesamiento (acetona) puede
inducir distorsiones que perjudiguen la deteccion de estructuras en materiales
biologicos (El Abed et al., 2012), o en si afectar la lectura en estas matrices de

polisacéridos.

En cuanto a la cuantificacion de células viables de las capsulas por recuento en
placa en capsulas planctonicas y de biopelicula, con y sin aceite, la Tabla 3.2.
mostro la diferencia existente entre las capsulas al ser cultivadas por 12 h en
caldo MRS, registrdndose un aumento aproximado de 2 logaritmos, cuyo
aumento es avalado en cépsulas de biopelicula de L. rhamnosus cuyo aumento
no fue cuantificado, pero si informado (Cheow et al., 2014). El analisis
estadistico t de Student (Tabla 3.3.) realizado demostr6 que comparando las
capsulas con y sin aceite, en capsulas planctonicas y de biopelicula, no se
registro diferencias significativas, 1o que da a entender que si se usa aceite o no
en la cdpsulas, el crecimiento es similar, por ello el uso de aceite es propicio y

no afecta la viabilidad de las bacterias, lo que ha sido avalado por otros
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estudios (Eratte et al. 2015). En cambio, al comparar los recuentos de las
capsulas planctonica con las de biopelicula, se visualizé diferencias
significativas en su densidad bacteriana, indicando el aumento por parte de las
capsulas de biopelicula (2 logaritmos) con respecto a las capsulas planctonicas,
considerando un intervalo de confianza del 95% (Tabla 3.4.). Se corrobora con
estudios realizados en capsulas de biopelicula en la misma matriz, en donde se
encapsuld L. rhamnosus (Cheow et al., 2014), ellos documentan un aumento
del recuento al ser cultivadas en caldo MRS por una noche, pero llegan a 7,7
log (UFC / mg) las capsulas de biofilm, en este trabajo estan en el orden de 9,0
log (UFC / g), sin embargo, hay que recordar que se usarédn distintos métodos

de encapsulacion y tamafios de capsulas diferentes.

Hay que mencionar que actualmente no se registra informacién de capsulas de
biofilm con aceite, con la idea innovadora de usar aceite para aumentar el
tiempo de residencia en el estdbmago, y con ello aumentar la liberacién de las
capsulas, ya sea por los movimientos peristalticos de las paredes gastricas, por
la adhesién mas facil de las capsulas al estar flotando por la capacidad del
alginato de ser mucoadhesivo (Sosnik, 2014), o sino también por el contacto de
mayor tiempo con el jugo gastrico, ya que el alginato puede sufrir hidrélisis
catalizada por el acido, siendo neutralizado, lo que conduce a la interrupcion de
la atraccion electrostatica de Ca™ y COO (Bajpai et al., 2006) y reduciendo su

peso molecular (Gombotz y Wee, 1998). Sin embargo, existe un estudio
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relacionado con bacterias planctonicas encapsuladas (L. casei) en goma
arabica, mas proteina de suero y aceite rico omega 3 pero con el fin de
potenciar actividades (Eratte et al., 2015), dando como resultado la mejora de la
viabilidad de las bacterias por las propiedades de estabilidad oxidativa del

aceite de atun.

La Figura 3.12. mostro la liberacion de bacterias desde las capsulas de biofilm,
liberacion que estuvo ausente en capsulas planctonicas, fenbmeno atribuible a
la menor densidad bacteriana que estas capsulas poseian, lo que puede ser
ratificado al no haber visualizado bacterias por SEM en capsulas planctonicas y
al poseer recuentos menores que las capsulas de biofilm. La erosién con acido
permitié que se liberara una pequefa cantidad de bacterias desde las capsulas,
gue es aproximadamente el 1% de lo contenido en las capsulas; sin embargo,
alcanza valores de 5-6 log, lo que puede ser suficiente o un recuento muy
cercano para que este probidtico ejerza su funcion. El reglamento sanitario
chileno afio 2017 (Decreto N° 977/96), exije que los microorganismos lacticos
presentes en el producto final deberan ser viables y en cantidad superior a 10°

UFC/g de producto.

El recuento de bacterias se mantuvo casi en su totalidad en las capsulas
después del tratamiento con acido. El control que poseia agua solamente no

registro liberacion en capsulas de biofilm sin aceite, y en capsulas de biofilm
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con aceite fue casi nula, pero existente, denotando que son capsulas mas
débiles que las sin aceite. La Figura 3.13. mostré que las capsulas adquieren
una estructura mas viscosa, Yy débil, volviendose mas blandas por accion del
acido y facilmente rompibles al tacto, por ello, la liberacién puede aumentar si
consideramos que el experimento de este trabajo no consider0 el estrés
mecanico de la masticacion, o del existente en un estbmago, por ejemplo al

ingerir otros alimentos y estos se rocen con las capsulas.

La liberacion solo se presenté en capsulas de biofilm y no en plancténicas. Las
capsulas de biofilm sin aceite presentan una liberacion constante, y se mantiene
la liberacion rafaga (liberacion inicial), mientras que en las cipsulas de biofilm
con aceite aumenta en mayor medida a los 90 minutos, diferencia
estadisticamente significativa con respecto a las capsulas de biofilm sin aceite a
los 90 minutos. Este fendmeno se explica por el hecho que de las cdpsulas con
aceite tienden a ser mas blandas por su constitucion, probablemente debido a
la capacidad de XT de retener agua, junto con la hidrofobicidad del aceite
terminaria por desestabilizar la capsula, actualmente no existen estudios que
analice la interaccion de XT con el aceite. Segun un estudio de Cheow et al.
(2014) que utilizaron la misma matriz pero recubierta con quitosano en capsulas
con biofilm sin aceite present6 una liberacién de probiéticos de 4,9 log (CFU/mg
capsula) después de 60 minutos, en cambio en este trabajo se liberan a los 90

minutos del orden de 5 - 6 log (UFC en 10 ml), segun los calculos en ambos
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trabajos se liberd cerca del 1% de lo contenido en la capsula. Sin embargo, una
diferencia fue que las capsulas de Cheow et al. presentaron una liberacion
inicial de 3,1 log (UFC /mg céapsula), llegando a 4,9 log (UFC / mg capsula). En
las capsulas de biofilm de este trabajo, en las capsulas sin aceite se mantuvo
en 5 log UFC (en 10 ml) aproximadamente hasta los 90 min a pH 3, en cambio
en capsulas sin aceite llego a 6 log UFC (en 10 ml) la liberacion a pH 3, ambas
capsulas de biofilm de este trabajo tuvieron una liberacion rafaga inicial cercana
al 6ptimo, es decir, se liberan mas rapido, sin embargo, es un campo nuevo a
investigar y requieren mas estudios. Este fenédmeno se explica debido a que se
liberaron bacterias de la capa mas externa de la capsula, donde se produce
erosion, en Cheow et al. (2014) al estar recubiertas con quitosano le otorga un
retardo en este fenbmeno. Hay que tener en cuenta que en Cheow et al. (2014),
tanto las capsulas con alginato como con AGN-XT exhiben perfiles de liberacion
de células similares en el fluido gastrointestinal simulado, sin embargo, la mayor
tolerancia acida fue de las capsulas de AGN-XT. Si existe liberacion de
bacterias probidticas y estas son capaces de adherirse al epitelio del estbmago
se estaria logrando el objetivo de prevenir la infeccion de H. pylori que implica la
penetracién en la mucina gastrica y adhesion a células epiteliales a través de

adhesinas (Boren et al., 1993).

La actividad inhibitoria contra H. pylori indicados en la Tabla 3.6. en mm, denot6

gue se conservl tanto al encapsular como al liberarse y recuperarse las

67



bacterias desde el medio acido. Segun Gaudana et al. (2010), la cepa utilizada
se define como cepa con ligera inhibicion, correspondiente a halos aproximados
de 2 mm. Por lo tanto la matriz es propicia para ser ocupada ya que no afecta la
actividad anti - H. pylori del probiético de interés, y éste podria actuar a nivel
géstrico. La actividad inhibitoria contra H. pylori, en conjunto con la formacion
de biofilm por esta bacteria probidtica, podria considerarse un beneficio porque
contribuye a la colonizacion y mayor permanencia en el tiempo en la mucosa
del huésped, evitando asi la colonizacién por bacterias patdgenas (Jones &

Versalovic, 2009, Terraf et al., 2012).

Las Figuras 3.16. y 3.17., mostraron los recuentos en placa de las capsulas
almacenados en suero fisiologico a distintas temperaturas, 25°C y 4°C
respectivamente, cabe destacar que al dia 60 las capsulas con aceite aun no
pierden su capacidad de flotar en suero fisioldgico por lo que es un aspecto
positivo que conserve su flotabilidad a lo largo del tiempo en caso de ser
incorporado en algun alimento. Cuando las capsulas fueron almacenadas 25°C,
se observé que las capsulas plancténicas dejan de presentar bacterias viables
crecidas en placa MRS a los 30 dias, probablemente por la falta de la
proteccion que le otorgaria un biofilm, ya que las capsulas con biofilm, tanto con
o sin aceite, presentaron bacterias viables aun a los 60 dias. Las capsulas con
aceite que poseen biofilm conservaron su recuento hasta los 15 dias; sin

embargo, después de los 30 dias la disminucién fue mayor que en las capsulas
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sin aceite que presentaban biofilm (Figura 3.16.), fenomeno atribuible al aceite,
y probablemente a su estructura menos compacta y mas endeble de las
capsulas, que presentd una disminucién mas lenta inicialmente de su recuento,
pero luego de erosionarse baja considerablemente su recuento. Hoy en dia no
hay estudios de capsulas de biofilm con aceite, pero autores como Eratte et al.
(2015) determinaron que La viabilidad de la bacteria L. casei fue
significativamente (p> 0,05) mas alta cuando se co-encapsula con aceite de
atin en una matriz de proteina con goma arabica, ademas de poseer
estabilidad frente a la oxidacion durante el almacenamiento, en lugar de ser
encapsulado sin ese aceite; sin embargo, este trabajo no utilizd aceite rico en
omega-3 (Eratte et al. 2016) y por ende no se vié ese efecto. Otro caso
consistié en el almacenamiento de bacterias probioticas en frio en desnatado de
leche, emulsionado con monoglicéridos, en donde las bacterias presentaron
mayor viabilidad en comparacién a las no emulsionadas; sin embargo, este
estudio no contemplo6 cdpsulas, pero es un antecedente de los beneficios de los
aceites en cuanto a viabilidad de probioticos (Marino et al., 2017). Las capsulas
de biofilm sin aceite a los 15 dias mostraron una disminucién y se mantuvo su
recuento. Ambas capsulas responden al estrés inicial de la temperatura

ambiental para luego mantener sus recuentos.

En el caso de las capsulas con biofilm sin aceite almacenadas a 4°C

presentaron un ligero aumento a los 15 dias, al igual que las cépsulas
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planctonicas, tanto con o sin aceite, que se puede deber a que continlan en
crecimiento aun en estas condiciones, el aumento fue mayor en las capsulas
con biofilm debido a que deberian tener trazas de nutrientes que suministrados
por el cultivo de una noche en caldo MRS (Figura 3.17.). Ambas capsulas de
biofiilm se mantienen casi constantes en sus recuentos hasta el dia 45,
disminuyendo el recuento en el dia 60, por lo que resisten mejor el estrés de

esta temperatura en comparacion a la temperatura ambiental.

En definitiva, las capsulas almacenadas en suero fisiolégico a 4°C obtuvieron
mejores recuentos que las capsulas almacenadas a temperatura ambiente, ya
que a 25°C las capsulas con biofilm a los 60 dias tienen 10* - 10° (UFC/g de
capsula) y las capsulas plancténicas no presentaron células viables cultivables
después de 30 dias. Por otro lado las capsulas a 4°C que contienen biofilm
estan en el orden de 10’ (UFC/g de capsula) y las capsulas planctonicas
poseen 10° (UFC/g de capsula) después de 60 dias. Las capsulas de biofilm
presentaron mejores recuentos que las planctonicas. De hecho, estudios de
biofilm no encapsulados de tres cepas de Lactobacillus (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fructivorans) han demostrado
tener una mayor tolerancia al acido y al estrés (etanol), y en este caso

temperatura, que sus formas planctonicas (Kubota et al. 2008).
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La microencapsulacion de biofilm de probidticos conllevaria a mayores
cantidades de EPS, que es la sustancia que le otorga mayor tolerancia, en
comparacion con las células planctonicas, hacia tensiones externas y agentes
antibacterianos (Cheow et al. 2010). La medicion de EPS se expresé en mg de
EPS/g capsula, el EPS correspondia a la diferencia de azucares totales
presentada en la capsula con y sin bacteria en cada caso, comose explicé en
los resultados. El sobrenadante tenia menor concentracion de EPS que el
pellet, ya que cuando es cultivada la capsula en caldo MRS esta en el orden de
0,9 mg EPS/ g capsula en el sobrenadante y en el pellet en el orden de 4,0 mg
EPS/ g capsula. Estudios de Salas-Jara et al. (2016%) mostraron que L.
fermentum UCO-979C obtenia valores mas altos de EPS en cuando formaba

biofilm en comparacion con la misma cepa en planctoénico.

En el sobrenadante de las cédpsulas sin aceite se observé un aumento en la
concentracion de EPS de 0,32 mg EPS/g capsula y en las cipsulas con aceite
el aumento fue de 0,18 mg EPS/g cépsula, comparando cépsulas planctonicas
con capsulas cultivadas en caldo MRS por 12 h (biofilm) (Figura 3.19.). En el
caso del EPS contenido en el pellet de capsulas sin aceite se registr6 un
aumento de 0,3 mg EPS/g cépsula y en las cdpsulas con aceite se observo una
disminucién de 0,3 mg EPS/g capsula, comparando capsulas plancténicas con
capsulas cultivadas en caldo MRS (biofilm) (Figura 3.20.); sin embargo, este

aumento se contradice con los recuentos de la cdpsula de aceite cultivada en
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caldo MRS, que indicaba ser mayores que capsulas sin cultivar en MRS, dando
indicio de formacion de biofilm y por ende de EPS, esto se puede deber a que la
metodologia usada no es propicia para capsulas con aceite, causando ciertas
interferencias. Actualmente no hay informacion de medicion de EPS de ningun
tipo de capsula, lo cual se puede deber a la problemética de la interferencia de

azucares de la matriz.
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. CONCLUSIONES

Se encapsuld L. fermentum UCO-979C en una matriz alginato-goma
xantana (AGN-XT) proporcion 3:1, respectivamente, 1,5% p/v, con y sin
aceite vegetal (20 %), y aumentar su densidad bacteriana al cultivar la
capsula en caldo MRS suplementado con calcio durante 12 horas,

sugiriendose la formacion de biopelicula.

Se visualizé por microscopia las capsulas de biopelicula sin aceite, y se vio

microcolonias en microscopia éptica, y exopolisacarido por SEM.

Solo la cépsula AGN-XT de L. fermentum UCO-979C en estado de
biopelicula fue capaz de liberarse a pH &cido, en donde las capsulas con
aceite liberan mayor cantidad que las sin aceite, a los 90 minutos (6 log
UFC). Sin embargo la cantidad fue pequefia en comparacion a la totalidad

de bacterias contenidas en la capsula.

L. fermentum UCO-979C conservé su actividad inhibitoria contra H. pylori, a
pesar de ser encapsulada en la matriz AGN-XT, con y sin aceite, y al ser

liberada a pH acido (90 minutos).
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1 Los recuentos de las cdpsulas almacenadas en suero fisiélogico por 60 dias
fueron mejor en capsulas de biopelicula, en comparacion con capsulas
plactonicas, y mayores recuentos se observaron cuando se almacené a 4°C,

en comparacion a temperatura ambiente (25°C).

1 Se registr6 un pequeifio aumento de EPS, comparando céapsulas
planctonicas con capsulas de biopelicula, ambas sin aceite, sugiriendése la

formacion de biopelicula.

1 Se estudi6 por primera vez las capsulas AGN-XT con aceite que

posiblemente poseen biopeliculas.
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6. PROYECCIONES

Existen pocos estudios de capsulas de biopelicula de probidticos, y no existen
estudios de estas capsulas de biopelicula mezcladas con aceite, en cuanto a
estudios de capsulas probidticas de liberacidén gastrica, no hay informacion de
matrices de polisacaridos usados para ello. Por ello es imperativo aportar
conocimiento al respecto para encontrar matrices que liberen la cepa UCO-
979C a nivel gastrico y que actue principalmente como profilaxis para el
tratamiento de la infeccién con H. pylori.

Una alternativa es elaborar capsulas de biopelicula con aceites con
propiedades funcionales como un aceite rico en acidos grasos omega-3,
especialmente recomendado para los individuos con enfermedades
cardiovasculares, Alzheimer, diabetes y cancer (Luchtman y Song 2013;
McNamara y Carlson 2006; Rossmeisl et al. 2014; Wen, et al. 2014). Un estudio
reciente puede servir como base para usar aceite en capsulas con biofilm, ya
que Eratte et al. (2017) realizé capsulas con de aceite rico en omega-3 con
bacterias probiéticas, mejorando los recuentos, y la capacidad de adherencia a
epitelio intestinal, ademas de la liberacion de un aceite bioactivo. Una capsula
de biofilm con aceite funcional podria ser una nueva tecnologia potencial para

alimentos funcionales de mayor impacto a la salud de las personas.
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ANEXOS

Anexo A: Promedios de los duplicados graficados en las Figuras 3.19. (25 °C),

y 3.20. (4°C).
Temperatura Dia Capsula
Biofilm
Planctonica con
Planctonica con aceite Biofilm aceite
4°C 0 2.53E+06 1.44E+06 3.65E+08 1.64E+08
15 1.44E+07 1.54E+07 6.17E+07 6.70E+07
30 2.40E+05 3.81E+05 1.42E+08 1.66E+08
45 1.65E+05 3.44E+05 1.92E+08 1.51E+08
60 1.38E+05 3.02E+05 1.47E+07 2.58E+07
25 °C 0 2.53E+06 1.44E+06 3.65E+08 1.64E+08
15 1.74E+04 1.77E+04 1.56E+05 9.76E+07
30 1.00E+00 1.00E+00 2.02E+05 1.72E+04
45 1.00E+00 1.00E+00 1.37E+05 1.39E+04
60 1.00E+00 1.00E+00 2.88E+05 1.95E+04
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Anexo B: Tabla de datos de absorbancia de los triplicados de la curva de

calibracion de dextrano (Figura 3.18.)

Concentracion

de Dextrano Desviacion
(g/L) Absorbancia Promedio estandar

0.01 0.054 0.075 0.065 0.06466667 0.01050397
0.02 0.109 0.133 0.136 0.12600000 0.01479865
0.03 0.153 0.195 0.194 0.18066667 0.02396525
0.04 0.227 0.271 0.28 0.25933333 0.02836077
0.05 0.254 0.294 0.315 0.28766667 0.03098925
0.06 0.37 0.36 0.381 0.37033333 0.01050397
0.07 0.416 0.431 0.456 0.43433333 0.02020726
0.08 0.501 0.481 0.503 0.49500000 0.01216553
0.09 0.546 0.52 0.528 0.53133333 0.01331666
0.1 0.628 0.561 0.558 0.58233333 0.03957693
0.12 0.71 0.689 0.618 0.67233333 0.04821134
0.14 0.858 0.802 0.791 0.8170000 0.03593049
0.16 0.998 0.922 1.002 0.9740000 0.04507771
0.18 1.162 1.06 1.09 1.1040000 0.05242137
0.2 1.292 1.13 1.118 1.1800000 0.09718024
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Anexo C: Planilla de célculo de los mg de EPS/gr capsula.

Se presentaron

variaciones en analisis estadistico ya que se trabajo con datos brutos y no con los

promedios.g de cépsula de pellet (p) se resuspendié en 1.5 ml de suero

fisiblogico, y sobrenadante (s) en 1 ml. 15 ul en 150 ul total (10x factor dilucion).

Mat: Capsula sin bacteria, Pla: Capsula planctonica, Bio: Capsula plancténica

cultivada en caldo MRS por 12 h, Mrs: Capsula cultivada por 12 h, Ac: Aceite. SD:

Desviacion estandar.

Fraccion de Concentracion
azucares (10x) (x1000 mg de EPS
G g/L Absorbancia 495 nm SD Promedio mg/L) /gr capsula
matriz p 0.3422 228.1 0.472 0.366 0.336 0.07145162 0.39133333 651.297641 2.85531627
matriz s 0.3422 342.2 0.083 0.095 0.093 0.0064291 0.09033333 142.937567 0.41770183
Mat ac p 0.345 230 0.298 0.342 0.23 0.05642694 0.29000000 480.155379 2.08763208
Mat ac s 0.345 345 0.104 0.106 0.17 0.03754109 0.12666667 204.301075 0.59217703
Mat mrs p 0.2474 165 0.35 0.349 0.32 0.01703917 0.33966667 564.037606 3.41840973
Mat mrs s 0.2474 247 0.038 0.056 0.028 0.0141892 0.04066667 59.0553398 0.23909044
Matacmrsp 0.241 161 0.299 0.37 0.265 0.05357549 0.31133333 516.185329 3.20612006
Matacmrss 0.241 241 0.054 0.062 0.066 0.0061101 0.06066667 92.8334178 0.38520090
Pla p 0.2614 174.3 0.5 0.357 0.33 0.09135827 0.39566667 658.616225 3.77863583
Plas 0.2614 261.4 0.089 0.109 0.079 0.01527525 0.09233333 146.315375 0.55973747
Pla ac p 0.38 253.3 0.531 0.484 0.413 0.05940539 0.47600000 794.291505 3.13577381
Plaac s 0.2971 297.1 0.192 0.132 0.19 0.03407834 0.17133333 279.738783 0.94156440
Biop 0.3497 233.1 0.61 0.72 0.6 0.06658328 0.64333333 1076.90142 461991173
Bio s 0.3293 329.3 0.16 0.147  0.118 0.02150194 0.14166667 229.634634 0.69734174
Bio ac p 0.3325 221.6 0.7 0.5 0.53 0.10785793 0.57666667 964.307831 4.35156963
Bio ac s 0.3325 332.5 0.211 0.163 0.186 0.02400694 0.18666667 305.635309 0.91920394
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