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El consumo de leche y derivados se remonta a la prehistoria. En el mesolitico, el
hombre paso de tan sélo cazar y recolectar alimentos, al cultivo agricola y a la cria de
ganado, aprovechando el excedente de leche producido por las hembras de los
mamiferos domésticos. Fue entonces cuando la leche fue considerada uno de los
alimentos mas completos. Ademas, en numerosas culturas la leche fue sinébnimo de
salud, riqueza, fecundidad y pureza. Segun la mitologia griega, Zeus se alimenté con
leche de cabra. Hipdcrates describié efectos medicinales de la leche sola 0 mezclada
y en la Biblia se describe la tierra prometida “rebosante de leche y miel” (Tur, 2005).
Los primeros escritos sobre la utilizacion de la leche como alimento, proceden de
Sumeria y Babilonia. No siempre la leche ocup6é un lugar privilegiado en la
alimentacion, en la antigledad, griegos y romanos, consumian poca leche,
unicamente el queso era fundamental en su dieta, y en la Edad Media y hasta el siglo
XVIIl, el consumo de leche se centraba en el mundo rural. Era un alimento poco
preciado, que incluso generaba desconfianza, entre otras cosas por ser vehiculo de
la brucelosis o fiebre de Malta, muy frecuente en esta época y que tanto afectaba a la

leche de cabra (Cabrera y col., 2013).

En el siglo XIX, con los grandes avances de la ciencia y la tecnologia, se solventaron
los problemas de transporte y se comenzé a extender su consumo; en el siglo XX, se
introdujo progresivamente la cadena de frio y las nuevas técnicas de conservacion,
que han permitido que la leche se convierta en la materia prima de una importante
industria, la industria lactea, y que esté al alcance de los consumidores de forma

cdmoda, segura y economica.

En cuanto a las leches fermentadas, producto lacteo al que se alude ya en la Biblia,
su origen radica seguramente en las fermentaciones espontaneas que la leche sufria
cuando se guardaba en pieles, vejigas o trozos de tripa de los animales y se exponia
al sol. Estas se consumen desde la antigiiedad, especialmente en algunos paises
orientales (Asia, Europa Central) y posiblemente sean mas antiguas en la historia que
los quesos. Su importancia siempre fue menor que otros derivados lacteos como el
queso, dado que la vida util es muy reducida y ha sido necesaria la expansién del frio

industrial y domeéstico para extender su uso a grandes sectores de la poblacion.

En la actualidad, la leche de vaca es la mas empleada en todo el mundo occidental,
por su mayor disponibilidad. La procedente de otras especies rumiantes puede
constituir debido a su composicion, una alternativa a la de vaca (Haenlein, 2004). En
otras sociedades se consume leche de bufala, camella, yak, reno, llama o yegua.

Hasta principios del siglo XX la leche de cabra jugd un papel primordial en la dieta
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mediterranea, que hoy en dia intenta resurgir apoyado por sus propiedades
saludables cientificamente demostradas, por el “boom” de los productos ecoldgicos y
su implicacion en el desarrollo sostenible de muchas comarcas y para respetar la
cuota lechera establecida por la Unién Europea para la leche de vaca, entre otros
factores. En cualquier caso, la productividad de la vaca supera, en gran medida, al

ganado caprino (Cabrera y col., 2013).

A pesar de la mayor disponibilidad de leche de vaca, la produccion y
aprovechamiento de la leche de cabra es un nicho esencial para las industrias
lacteas, debido a sus beneficios nutricionales. Es por ello, que resulta necesaria una
mayor difusion e investigacion, tanto en paises en vias de desarrollo como en los
mas desarrollados, a fin de conseguir una mayor evidencia del valor de la leche de

cabra para el bienestar y la nutricion humana.
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2. LECHE Y LECHES FERMENTADAS
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2.1.Definicién y tipos

La leche, desde un punto de vista bioldgico, es la secrecion de las hembras de los
mamiferos, cuya mision es satisfacer los requerimientos nutricionales del recién
nacido en sus primeros meses de vida. Es una mezcla compleja y peculiar de agua,
grasa, proteinas y otros compuestos nitrogenados, hidratos de carbono, vitaminas y
sales minerales, en el que coexisten tres sistemas fisico-quimicos en forma de
suspension, emulsién y solucién. Segun el Codigo Alimentario Espafiol (CAE, 2006),
se entiende por leche natural el producto integro, no alterado ni adulterado y sin
calostros, del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras
mamiferas domeésticas sanas y bien alimentadas. Con la denominacién genérica
leche se entiende Unica y exclusivamente la leche de vaca. La leche de ofras
especies de mamiferos se designa indicando el nombre de la especie, por ejemplo,

leche de cabra.

La leche puede considerarse fuente de macro y micronutrientes, conteniendo
ademas, un cierto numero de compuestos bioactivos que juegan un importante papel

tanto nutritivo como de proteccion de la salud (Martemucci y col., 2013).

En los ultimos afios, se han ido desarrollando y normalizando las tecnologias
aplicadas para la produccion de derivados lacteos clasicos (queso, yogur,
mantequilla, helados de leche, etc.) y de los derivados con valor anadido que
incluyen, entre otros, productos con bajo contenido en lactosa o sin lactosa, con
menor contenido en materia grasa, enriquecidos con vitaminas, minerales, acidos
grasos w-3, fitosteroles, fibra, prebidticos y probidticos, etc. y que son la base del
gran desarrollo que tienen en la actualidad los alimentos funcionales (Ozer y col.,
2010). Tecnologias como la ultrafiltracion para concentrar la leche y aumentar el
extracto seco, permiten ademas, obtener productos de una gran calidad sensorial,
indispensable para incrementar la aceptacion de los alimentos funcionales por parte
del consumidor. El hecho de contar con una fase hidrofilica y otra lipofilica hace que
la leche sea un vehiculo excelente para la adicibn de componentes saludables o
eliminacion de ciertos componentes que podrian causar intolerancias y problemas de
salud, como la lactosa o la grasa. Ademas, es un alimento altamente recomendable y
de consumo diario, facil de adquirir y de ingerir a cualquier edad. Todo ello justifica
que la leche se considere una matriz alimentaria ideal para el desarrollo de alimentos

funcionales.

11
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Bajo la denominacion de leches fermentadas se engloba una serie de productos
que se obtienen utilizando leche en sus diversas formas como materia prima, a la
cual se le inocula un cultivo de microorganismos especificos que fermentan la lactosa
produciendo modificaciones nutricionales y sensoriales que caracterizan al producto
final. En este proceso, parte de la lactosa es transformada en acido lactico, por lo que
a estos productos también se les denomina leches &cidas. También se producen
anhidrido carbdnico, acido acético, acetaldehido, diacetilo y otros compuestos que
confieren a cada uno de los productos unas caracteristicas organolépticas
especificas. Ademas, algunas bacterias también producen polisacaridos que
confieren a la leche fermentada una textura suave y cremosa, una menor sinéresis y
una mejor viscosidad (Staff, 2000; Stack y col., 2010).

Durante el proceso de fermentacion, el cambio principal que se da en la leche es el
descenso del pH hasta 4,6 - 4,0. Como consecuencia de este descenso, se produce
la coagulacion de la caseina que da lugar a la formacion de un gel, asi como también
la inhibicion del desarrollo de un gran numero de microorganismos patégenos, debido
a la produccion de acido lactico y otros metabolitos menores como el acido acético,
agua oxigenada y bacteriocinas, un potencial oxido-reductor bajo y el consumo por
parte de las bacterias lacticas de componentes que son vitales para otros

microorganismos.

En cuanto al proceso de coagulacion, consiste en la conversion de la leche liquida en
un gel, debido a la ruptura del equilibrio coloidal en el que se encuentran las
particulas de fosfocaseinato calcico, lo que origina que precipiten las micelas de
caseina y formen un gel tridimensional que retiene grasa, agua, sales, etc. La
coagulacion puede ser por acidificacién (coagulacion acida) o por la acciéon de
enzimas coagulantes (coagulacién enzimatica) (Lépez-Fandifio, 1993). En el caso de
leches fermentadas, la coagulacion es acida y viene producida por una disminucién
del pH de la leche, debido al acido lactico originado por la fermentacion de la lactosa
por las bacterias lacticas. El descenso del pH disminuye la ionizacién de los radicales
acidos de las caseinas, con un desplazamiento progresivo del calcio y del fosfato
inorganico de las micelas hacia la fase acuosa (lactosuero) y una desmineralizacién
de las mismas a pH menores de 5. La migracion del calcio y del fosfato, se
acompana de una desintegracion de la estructura micelar. La velocidad de
acidificacion debe ser progresiva si se desea obtener un coagulo homogéneo (Brule y
col., 1990). Cuando en la elaboracién se utiliza coagulacion acida, la a-caseina
permanece intacta y es la inestabilidad de las caseinas alrededor de su punto

isoeléctrico lo que determina su precipitacion (Robinson, 1995).

12
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La Federacién Internacional de Lecheria (FIL) clasifica las leches fermentadas segun

el tipo de fermentacion:

oMediante microorganismos termdfilos (fermentacién entre 30-45°C). Ejemplos:

- Yogur: obtenido por la acciéon de las bacterias Lactobacillus delbruecki

subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.
- Leche aciddfila: obtenida por Lactobacillus acidophilus.

oMediante microorganismos mesdfilos (fermentacion por debajo de los 30°C):

- Por fermentacion lactica (ej. leche acidificada por Lactococcus lactis)
- Por fermentacion lactica y alcohdlica (ej. kéfir y koumis)

Entre las leches fermentadas, destacamos el yogur y otras leches fermentadas con

adicién de microorganismos probidticos.

e Yogur. El Real Decreto 179/2003, por el que se aprueba la norma de calidad
para el yogur, define yogur o yoghourt como “el producto de leche coagulada
obtenida por fermentacion lactica mediante la acciéon de L. bulgaricus y S.
thermophilus a partir de leche pasterizada, leche concentrada pasterizada, leche
total o parcialmente desnatada pasterizada, leche concentrada pasterizada total o
parcialmente desnatada, con o sin adicién de nata pasterizada, leche en polvo
entera, semidesnatada o desnatada, suero en polvo, proteinas de leche y/u otros

productos procedentes del fraccionamiento de la leche”.
Esta norma establece, entre otros requisitos, que:

- Los microorganismos productores de la fermentacion lactica deben ser
viables y estar presentes en el producto terminado en cantidad minima

de 10’ colonias por gramo o mililitro.
- Todos los yogures deberan tener un pH igual o inferior a 4,6.

- El yogur, desde el momento de su fabricacién hasta su adquisicion por
el consumidor, se mantendra a temperaturas comprendidas entre 1 y
8°C.

El Real Decreto 176/2013 de 29 de Marzo de 2013 deroga el requisito establecido
en el Real Decreto 179/2003 de la venta del yogur dentro de los 28 dias

siguientes desde su fabricacion. De esta forma, actualmente recae sobre las

13
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industrias lacteas la responsabilidad de estimar el tiempo de vida util de sus

yogures.

El Real Decreto 179/2003, igualmente, autoriza la denominacién de yogur
pasteurizado después de la fermentacion o yoghourt pasteurizado después de la
fermentacion para “el producto obtenido a partir del yogur o yoghourt que, como
consecuencia de la aplicacion de un tratamiento por calor posterior a la
fermentacion equivalente a una pasteurizacién, ha perdido la viabilidad de las
bacterias lacticas especificas y cumple todos los requisitos establecidos para el
yogur en esta norma, salvo las excepciones indicadas en ésta”. La diferencia
entre los dos productos estriba en que el yogur pasteurizado después de la
fermentacion es sometido, como su propio nombre indica, a un tratamiento
térmico para alargar la vida comercial del producto hasta tres meses o mas,
ademas de no necesitar frio para su conservacién. En este proceso se destruyen
practicamente todas las bacterias lacticas especificas del yogur. Si bien el valor
nutricional no se modifica sensiblemente, todo aquel beneficio para la salud que

pueda estar relacionado con la existencia de bacterias lacticas vivas se pierde.

e Leches fermentadas con probioticos. Existe una nueva generacion de leches
fermentadas, a las que hasta hace poco tiempo se las denominaba
comercialmente anadiéndoles el prefijo “bio”, término reservado actualmente a
productos con certificacion biolégica o ecoldgica. La principal caracteristica de
estos productos es que a los fermentos lacticos tradicionales se les asocian otros
microorganismos vivos conocidos como probidticos, que pertenecen
fundamentalmente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Se caracterizan
por su capacidad para sobrevivir después del paso por el aparato digestivo,
contribuir a mejorar el balance microbiano intestinal, y de esta forma ejercer una

influencia positiva en la salud del huésped (Baré y col., 2010).

Dichos microorganismos probidticos colonizan el intestino, protegen frente a
bacterias patdgenas, pueden recuperar el equilibrio de la microbiota intestinal,
facilitando el funcionamiento del tubo digestivo y actualmente se les atribuyen
propiedades como disminucién del riesgo de ciertos tipos de cancer, aumento de
la biodisponibilidad de minerales y mejora en la digestibilidad de la lactosa,
aspectos que se detallan mas adelante (Slacanac y col., 2010, Bergillos-Meca y
col., 2013).
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La FAO/OMS define los probidticos como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren al huésped un beneficio para la
salud”. La mayoria de los probidticos pertenecen al grupo de las bacterias
productoras de acido lactico, como algunas especies del género Lactobacillus, cuya
utilizacion se remonta a principios del siglo XX (Nissle, 1925; Rettger y col., 1936),
pero también se consideran probidticos determinadas especies del género
Bifidobacterium, algunas levaduras como Saccharomyces boulardii e incluso alguna
cepa de la especie Escherichia coli (Charteris y col., 1998; Tannock, 1999). Las
bacterias del yogur y las pertenecientes al género Lactococcus no se consideran
probioticas, ya que su origen no es humano ni pueden implantarse en el intestino

humano (Romero y col., 2004).

Los criterios de seleccion de los probidticos son los siguientes:

-No ser patoégenos.

-Ser tecnolégicamente utilizables.

-Sobrevivir al paso por el tracto digestivo y recuperarse en las materias
fecales.

-Alcanzar su lugar de accion en el intestino en buenas condiciones.

-Poseer capacidad de adherirse a la superficie de las mucosas y prevenir la
adhesidén y colonizacién de patdégenos.

-Tener efectos positivos sobre la salud del consumidor.

Los probidticos deben ser capaces no soélo de sobrevivir al paso por el aparato
digestivo, sino también de proliferar en el intestino, es decir, deben ser resistentes a
los jugos gastricos y poder crecer en presencia de bilis, en las condiciones existentes
en el intestino, o ser consumidos en un alimento que, actuando como vehiculo, les
permita sobrevivir al paso por el estbmago y a la exposicion a la bilis y a las enzimas

digestivas (Baré y col., 2010).

Durante el proceso de elaboracion de las leches fermentadas, es necesario controlar
rigurosamente un gran numero de factores para obtener un producto final de calidad:
altos niveles de los microorganismos probioticos y las caracteristicas adecuadas de
sabor, aroma, aspecto y textura. Estos factores comprenden la selecciéon adecuada
de leche de alta calidad como materia prima, los ingredientes anadidos, el
tratamiento térmico, el control de pH y la preparacion del cultivo, entre otros (Staff,
2000). La refrigeracion y el pH del producto final son factores clave para mantener

altos niveles de bacterias probidticas, cuyos efectos beneficiosos variaran segun la

15
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cantidad ingerida y la duracién de la administracion (Kongo y col., 2006; Minervini y
col., 2009).

Los probidticos mas conocidos y de mayor utilizacion son: Lactobacillus plantarum
299, Lactobacillus rhamnossus Gorbach Goldin (LGG), Lactobacillus casei y

Bifidobacterium (Montrose y col., 2005).

En lo que respecta a L. plantarum, se han estudiado distintas cepas y se ha
demostrado que tienen propiedades probidticas, no son patdgenas, pueden producir
péptidos antimicrobianos y proporcionar otros beneficios para la salud, como mejora
en la respuesta linfocitaria, modulacion de la microbiota intestinal caprina y con ello
también de la composicién de acidos grasos en leche de cabra, etc. (Bujalance y col.,
2007; Maragkoudakis y col., 2010; Prins y col., 2010). Ademas, se ha observado que
los exopolisacaridos producidos por dichas bacterias acido-lacticas pueden mejorar
las caracteristicas reoldgicas de los productos lacteos fermentados, constituyendo
una alternativa natural a los aditivos comerciales de origen vegetal o animal,

normalmente modificados quimicamente (Ismail y col., 2010; Stack y col., 2010).

El microorganismo objeto del presente trabajo, L. plantarum C4, es una cepa aislada
de un kéfir comercial (Bujalance y col., 2007). Recientes investigaciones han
demostrado que ésta cumple los criterios de bacterias potencialmente probidticas, ya
que resiste el pH acido y la bilis y posee propiedades antimicrobianas e
inmunomoduladoras. Ademas, se ha observado que la leche desnatada tiene
capacidad como tampon y es un vehiculo apropiado para la administracion
intragastrica de L. plantarum C4 en ratones (Bujalance y col., 2007). Fuentes y col.
(2008) analizaron muestras de ratones alimentados con L. plantarum C4 bajo
diferentes condiciones inmunoldgicas; sus resultados mostraron la presencia del
probidtico en el intestino y una expansion de bacterias filamentosas en el ileon de los
ratones inmunodeficientes, que fue suprimida por la administracion de L. plantarum
C4. Ademas, el mismo grupo de investigacion observé un incremento de lactobacilos
en heces y muestras de intestino de ratones tras recibir una mezcla de L. plantarum
C4 y L. casei (Fuentes y col., 2008b). Puertollano y col. (2008) observaron que la
administracién oral de L. plantarum C4 redujo la producciéon de interleuquinas (IL)
proinflamatorias en ratones infectados con Listeria monocytogenes, especulando que
esta cepa podria ejercer efectos antiinflamatorios; mas tarde, llevaron a cabo el
primer estudio in vitro sobre actividad antimicrobiana y biolégica de sobrenadantes
concentrados de L. plantarum, observando que L. plantarum C4 libera un compuesto

responsable de la ruptura de la membrana plasmatica de Escherichia coli y de una
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actividad citotoxica en células promielociticas de leucemia humana (Puertollano y
col., 2009). Recientemente, se ha publicado que dichos sobrenadantes de L.
plantarum C4 son capaces de inducir necrosis en lugar de apoptosis a dosis altas en
la linea celular promielocitica, demostrando las propiedades citotoxicas de los
mismos en esta linea celular tumoral y abriendo la posibilidad de analizar la
composicion quimica para elucidar las moléculas bioactivas (Puertollano y col.,
2013).

2.2.Consumo

Recientemente en Europa se ha observado una disminucion de productos lacteos,
sobre todo de leche entera, debido principalmente al desarrollo de percepciones
negativas en torno al consumo de la misma. Esta situacion también afecta a la
poblacion infantil, de ahi que existan diversas campafas para concienciar a los nifios
sobre las ventajas del consumo de este alimento. No hay datos disponibles en cuanto

al consumo de la leche de cabra y sus productos derivados.

Los datos de consumo alimentario en el hogar espafiol en 2012, mostraron un
intercambio en la compra de leche entera (-4,7%) por desnatada (+4,3%),
permaneciendo estable la semidesnatada, mientras que el grupo de los derivados

lacteos aumentd un 0,7% respecto al afio anterior (MAGRAMA, 2012).

En los ultimos afos, el sector de las leches fermentadas se ha convertido en uno de
los mas dinamicos de la industria lactea, debido a los constantes lanzamientos que
buscan adaptarse a las nuevas exigencias del consumidor y que suponen en la
mayoria de los casos, una fuerte inversion en |+D+i (investigacion, desarrollo e
innovacion), en publicidad y en nuevas tecnologias (SAGPyA, 2009). Muestra de ello
es que mientras el consumo total de lacteos en la Unién Europea ha disminuido en
un 25%, especialmente mantequilla, leche liquida y leches conservadas, se aprecian
aumentos importantes en el consumo de leches fermentadas, quesos y postres
lacteos. En Espafa concretamente, el consumo de derivados lacteos ha
experimentado un importante incremento, triplicdndose en los ultimos 20 afios, y
siendo el grupo de las leches fermentadas uno de los principales (MAPA, 2008). Ha
habido un aumento en el consumo de las leches fermentadas con probidticos,
mientras que el de las enriquecidas ha disminuido. Se observa no sélo en las marcas
mas conocidas y lideres en ventas, sino también en las marcas blancas (Aranceta y
col., 2007; MERCASA, 2007). Los datos mas recientes de consumo de derivados
lacteos en hogares espanoles se detallan en las figuras 1y 2 (MAGRAMA, 2013).

17



Capitulo |

1900

Productos Lacteos

1800 /
1700 /

1600

/’—/
1500 /

1400
1300
1200
1100

1000
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Millones de litros

Figura 1. Evolucion del consumo anual de productos lacteos en los hogares
espanoles (MAGRAMA, 2013).
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Figura 2. Evolucion del consumo anual de los distintos tipos de derivados lacteos
en los hogares espafoles (MAGRAMA, 2013).

2.3.Interés nutricional

La leche y los productos lacteos constituyen uno de los grupos de alimentos mas
completos y equilibrados, ya que proporcionan un elevado contenido en nutrientes en
relacion con su contenido caldrico. Las guias alimentarias aconsejan un consumo
diario medio de 2 a 4 raciones. Sin embargo, actualmente se consumen, no sélo para
satisfacer los requerimientos nutricionales de los consumidores, sino por su papel en
la promocion de la salud y la prevencion y/o tratamiento de enfermedades cronicas
degenerativas (Nagpal y col., 2012).
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Estudios realizados en nifios, adolescentes y adultos, principalmente en mujeres,
muestran que un consumo adecuado de productos lacteos presenta efectos
beneficiosos en la salud 6sea (Caroli y col., 2011). Si se consumen con baja cantidad
de grasa, junto con una alta ingesta de frutas, verduras, cereales integrales y bajo
consumo de carnes, dulces y grasas, tiene efectos beneficiosos tanto en la
prevencion como en el tratamiento de Ila obesidad, las enfermedades
cardiovasculares (Folsom y col., 2007) y la diabetes tipo 2 (Tremblay y col., 2009). En
poblacion adulta con sobrepeso y obesidad se ha demostrado que un consumo
adecuado de leche y/o yogur aumenta la sensibilidad a la insulina y tiene efectos
beneficiosos sobre el perfil lipidico, marcadores de inflamacion (Nikooyeh y col.,

2011) y sobre la tension arterial (Van Mejil y col., 2011).

Las conclusiones de diversos metaanalisis indican que una alta ingesta de lacteos,
frente a una baja ingesta, se relaciona con una menor incidencia de enfermedad
cardiaca isquémica, de infarto de miocardio, de diabetes tipo 2 (Elwood y col., 2010) y

un menor riesgo de aparicién de cancer de colon (Huncharek y col., 2009).

La ingesta de leches fermentadas con probidticos tiene una serie de efectos
beneficiosos adicionales ya que en los procesos de fermentacion se favorece la
liberacion de lactoferrina,  micronutrientes, esfingolipidos, = componentes
antimicrobianos, exopolisacaridos y péptidos bioactivos, estos ultimos con un amplio
espectro de propiedades funcionales como por ejemplo efectos antihipertensivos,
inmunomoduladores y antioxidantes (Beermann y col., 2013). Ademas, los
probiéticos aportan propiedades saludables especificas entre las que destaca la
prevenciéon y tratamiento de la diarrea aguda o asociada al tratamiento con
antibiéticos (Sanchez y col., 2009), mejora en el sistema inmunitario, disminucién de
los sintomas de intolerancia a la lactosa, disminucion de alergia en individuos
susceptibles, disminucion de ciertos tipos de cancer y reduccion del colesterol
plasmatico, mejora de las infecciones urogenitales femeninas y de las infecciones por
Helicobacer pylori (Baré y col. 2010; Khani y col., 2012) y modulacién de algunas
actividades cerebrales relacionadas con el procesado de emociones y sensaciones

(Legrain-Raspaud y col., 2013).

Un reciente metaanalisis indica que las leches fermentadas con probiéticos tienen un
efecto hipotensor tanto en sujetos hipertensos como en sujetos pre-hipertensos
(Dong y col., 2013)
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Todos estos efectos positivos se recogen en la figura 3. Sin embargo, Fontana y col.

(2013) destacan que, incluso cuando los resultados de estudios aleatorios,

controlados con placebo, confirman los beneficios de un probidtico para una

indicacion especifica, éstos generalmente no son extrapolables a otros

microorganismos probioticos, por lo que son necesarias futuras investigaciones para

lograr una mayor evidencia cientifica.
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3. LECHE DE CABRA
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3.1.Produccioén

La contribucion de la leche de cabra al bienestar econémico y nutricional de la
sociedad es imprescindible en muchos paises en vias de desarrollo (Ribeiro y col.,
2010). En las zonas mas pobres de Asia, Africa e Iberoamérica, el ganado caprino
sustenta a las poblaciones mas pobres y marginales, jugando un papel social y
econdmico muy destacado. Mientras tanto, en areas mas ricas, destaca en la
produccién de alimentos de una alta calidad gastronémica, como por ejemplo los
quesos, especialmente en Europa.

Con respecto a la produccion mundial de leche de cabra, India se situa a la cabeza
mientras que Espafia ocupa el séptimo puesto junto con otros paises europeos como
Grecia y Francia (figura 4). En la Unién Europea apenas hay unos catorce millones
de cabras, pero este ganado y sus sistemas de produccion estdan muy arraigados. La
region Mediterranea produce un 16% de la leche de cabra mundial (Pandya y col.,
2007).
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Figura 4. Produccion media de leche de cabra en el mundo (FAOSTAT, 2011).

En Espana, con cerca de tres millones de cabras que producen unos 490 millones de
litros de leche anuales, existe un excelente patrimonio genético, con razas
autoctonas y otras ya bastante seleccionadas y productivas, coexistiendo sistemas
de produccién todavia muy tradicionales junto a otros mas modernos y mecanizados

(MAGRAMA, 2011). Asimismo, los derivados de leche de cabra estan dejando de ser
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productos tradicionales locales y se esta desarrollando un mercado de alimentos de

calidad con alta demanda y precio.

Las zonas aridas presentan un problema comun, la fragilidad en el equilibrio de sus
ecosistemas y, en consecuencia, el peligro de desertizacion. Diversos autores han
propuesto el uso ganadero, mediante sistemas extensivos o semiextensivos, con
bajos aportes del exterior, basados en sus propios recursos e integrados en el medio
natural, dentro de lo que se entiende como “agricultura sostenible”, seleccionando a
la cabra como especie de eleccion por su adaptacion a estas zonas, por el alto valor
de su carne y leche (Sanz, 2007) y por generar trabajo, favoreciendo la estabilidad

demografica de areas econdmicamente desfavorecidas.

En las figuras 5 y 6 se muestran los ultimos datos de produccion de leche de distintas
especies animales en Espafa, publicados por el Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA, 2011). Andalucia es la comunidad
autdbnoma con mayor produccion de leche de cabra y representa casi la mitad de la

produccion nacional (figura 7).

6,42%

6,93%

B | eche de vaca
¥ | eche de oveja
Leche de cabra

Figura 5. Produccion de leche de distintas especies animales en Espafia
(MAGRAMA, 2011).
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Figura 6. Produccion de leche de cabra en Espana. Periodo 1990-2010
(MAGRAMA, 2011).
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Figura 7. Producciéon de leche de cabra en distintas comunidades
(MAGRAMA, 2011).
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3.2.Interés nutricional

La leche de cabra es un alimento de muy facil digestiéon y tolerancia y con un alto

valor nutricional. Ademas, posee notables ventajas con respecto a otras leches de

consumo. Los componentes mayoritarios de la leche de diferentes especies se

detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Composicién media de la leche de cabra, oveja, vaca y humana (Slacanac

y col., 2010).

Composicion (g/100g) Cabra Oveja Vaca Humana
Soélidos totales 11,94 19,00 12,89 12,74
Lactosa 4,45 4,90 4,70 6,90
Proteina 3,30 6,20 3,33 1,20
Caseina 2,25 4,20 2,70 0,40
Albimina, globulina 0,75 1,00 0,65 0,70
Nitrégeno no proteico 0,40 0.80 0,20 0,50
Grasa 3,35 7,90 3,85 4,00
Cenizas 0,80 0,90 0,73 0,30
kcal (kcal/100 mL) 70 105 69 68
Colesterol 0,010 - 0,013 -

- Datos no disponibles

Las diferencias fisiologicas y anatomicas de las distintas especies se traducen en

diferencias en la composicion de la leche (Haenlein, 2004), que esta influenciada por

la raza, factores genéticos, fisioldgicos, ambientales, tipo de alimentacién y periodo

de lactacion. La composicion de la leche de cabra de diferentes razas y paises se

muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la leche de cabra de diferentes razas y paises (Raynal-

Ljutovac y col., 2008).

Pais Raza Sélidos Grasa | Proteina | Caseina | Lactosa | Cenizas
totales (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Reino Unido Saanen britanica 11,6 3,48 2,61 2,30 4,30 0,80
Reino Unido Nubian - 4,94 3,60 - 4,51 -
Francia Alpina/Saanen = 3,60 - - - -
Italia Sardinia - 5,10 3,90 - - 0,71
Grecia Local 14,8 5,63 3,77 3,05 4,76 0,73
Chipre Damascus 13,2 4,33 3,75 2,97 - 0,83
Espafia Murciano-Granadina - - 4,09 3,21 - -

- Datos no disponibles
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- Hidratos de carbono

El contenido en lactosa es ligeramente inferior al de la leche de vaca y por tanto, la
leche de cabra presenta menos problemas asociados con la intolerancia a la lactosa
(Slacanac y col.,, 2010). Su principal diferencia con ésta es la presencia de
oligosacaridos. En la leche de cabra se han identificado oligosacaridos con
estructuras muy similares a los de la leche humana, en menor concentracién y con un
alto contenido en galactosa, importante para el desarrollo cerebral en las primeras
etapas de la vida (Martinez-Férez y col., 2005; Hijano, 2010). En ratas con colitis
inducida se ha demostrado que los oligosacaridos reducen la inflamacion (Lara-
Villoslada y col., 2006) por lo que podrian ser una alternativa eficaz a las terapias
utilizadas en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal (Daddaoua y col.,
2006).

- Proteinas

La leche de cabra contiene proteinas de alta calidad nutricional y facil absorcion. La
menor proporcion de caseinas y mayor proporcion de proteinas séricas, en
comparacion con la leche de vaca, contribuye a su mejor digestibilidad (Olalla y col.,
2009; Lopez-Aliaga y col., 2010). Ademas, esta leche forma en el estdbmago un
coagulo mas pequefio, blando y fragmentable que favorece la accion de las

proteasas digestivas (Haenlein, 2004; Park y col., 2006).

La estructura de sus proteinas le confiere caracteristicas hipoalergénicas. Un
elevado porcentaje de personas con alergia a la leche de vaca (40-100%, segun
diversos estudios), toleran la leche de cabra (Slacanac y col., 2010). La leche de
cabra es por tanto, una alternativa a la de vaca en sindromes de malabsorcion y
problemas de hipersensibilidad a las proteinas de la leche de vaca, no sélo en
lactantes, sino también en nifios y adultos (Lara-Villoslada y col., 2004).
Recientemente, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria ha autorizado la
utilizacion de la proteina de la leche de cabra como fuente proteica para la

elaboracion de formulas infantiles y férmulas de continuaciéon (EFSA, 2012).

La leche de cabra posee cantidades adecuadas de aminoacidos esenciales, a
excepcion del triptéfano. La taurina, considerada como un aminoacido no esencial (se
produce a partir de cisteina) es el que se encuentra en mayor proporcion, con un
contenido muy similar al de la leche materna (9 mg/100 mL); podria tener un papel
importante en la vision, funcidon cerebral y cardiaca, procesos de detoxificacion y

asimilacion de grasas (Raynal-Ljutovac y col., 2008).
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El contenido en compuestos nitrogenados no proteicos (poliaminas, glutamina y
nucleoétidos), difiere del de la leche de vaca y es muy similar al de la leche humana,
por lo que la leche de cabra se puede considerar como una fuente natural de dichos

compuestos (Prosser y col., 2008).

Aunque el estudio de los efectos biolégicos de los péptidos bioactivos obtenidos a
partir de caseinas y proteinas séricas se ha centrado principalmente en la leche de
vaca y sus derivados (Ricci y col., 2010), en los ultimos afios se han identificado
péptidos antihipertensivos en la leche de cabra (Geerlings y col., 2006; Espejo-
Carpio y col., 2013) y en sus derivados (Quiros y col., 2005) y péptidos con actividad

antibacteriana (Robiataille y col., 2012).
- Grasa

Uno de los aspectos mas interesantes en la calidad nutricional, sensorial y
tecnolégica de la leche de cabra se refiere a la naturaleza de su grasa. Los
triglicéridos representan casi el 95% de los lipidos totales, mientras que el contenido
medio en leche de vaca es del 98% (Bar6 y col., 2010; Hijano, 2010). La leche de
cabra tiene un mayor contenido en acidos grasos de cadena corta (acido butirico y
acido caproico) y en acidos grasos de cadena media (acido caprilico, acido caprico,
acido laurico y acido miristico) que la leche de vaca, con valores medios de 20%
frente al 6% en el caso de los acidos grasos de cadena corta y de 38% frente al 18%

para los acidos grasos de cadena media (Slacanac y col., 2010).

Los glébulos grasos de la leche de cabra se encuentran en menor proporcion y son
mas pequefios que los de la leche de vaca; esto facilita una mejor dispersion y una
distribucion mas homogeénea, por lo que mejora la digestibilidad. Ademas, los acidos
grasos de cadena corta y media, presentan mejor digestion y absorcion que los
acidos grasos de cadena larga. Una vez en el enterocito son trasportados, via porta,
directamente al higado, donde se utilizan para obtener energia de forma rapida.
Estas caracteristicas metabdlicas determinan que la grasa de la leche de cabra tenga
utiidad terapéutica en casos de insuficiencia intestinal, biliar o pancreatica
(Silanikove y col., 2010). Se ha demostrado experimentalmente que su ingesta
contribuye a la disminucion de los niveles plasmaticos de colesterol total, LDL-
colesterol y triglicéridos (Lépez-Aliaga y col.,, 2005), y a la regulacién del peso

corporal (Leey col., 2012).
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El contenido en acido linoleico conjugado es importante, si bien éste se puede
modificar, al igual que el de los demas acidos grasos, modificando la dieta del animal
(Haro y col., 2006; De la Fuente y col., 2009).

La composicién en acidos grasos de la leche de cabra es también la responsable de

su flavor caracteristico.
- Contenido mineral

Hoy dia se considera la leche de cabra de mejor calidad que la de vaca, no s6lo por
los minerales que aporta, sino también por su utilizaciéon en el organismo, tanto en
procesos digestivos como metabolicos (Lopez-Aliaga y col., 2003; Alférez y col.,
2006).

La leche de cabra posee cantidades mas altas de Ca, P, K, Mg y Cl, y mas bajas de
Na, Fe, Se, S, Mo y Zn, en comparacion con la de vaca (Sanz y col., 2009). Cabe
destacar el Ca y el P de alta biodisponibilidad, en parte debido a que se encuentran
en asociacion con la caseina de la leche. Ademas, la leche de cabra favorece la

absorcion de Fe y su dep0sito en 6rganos diana (Lopez-Aliaga y col., 2009).
- Vitaminas

En cuanto a la composicion vitaminica de la leche de cabra, su bajo contenido en
acido folico es practicamente su unico inconveniente. Contiene niveles mas altos de
tiamina, riboflavina y niacina que la leche de vaca, pero no de Bs y B12. El contenido
en vitamina D también es superior en la leche de cabra. Otra caracteristica
destacable es su elevado contenido en vitamina A y, a diferencia de la leche de vaca,
no contiene precursores de dicha vitamina, sino que se presenta como tal (Diaz-
Castro y col., 2009).
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4. LECHES DE CABRA FERMENTADAS
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Desafortunadamente, existen muchas dificultades tecnolégicas asociadas a la
produccion de leches fermentadas de cabra con buenas propiedades organolépticas,

muchas de ellas relacionadas con su composicion (Domagala, 2009).

La consistencia de estos fermentados lacteos se considera uno de los puntos criticos
(Farnsworth y col., 2006). La leche de cabra tiene un contenido en caseina
ligeramente mas bajo que la de vaca, con una baja proporcién de ag-caseina, y un
mayor grado de dispersion de las micelas (Vegarud y col., 1999), lo que provoca que
el coagulo que se obtiene sea mucho mas débil (Novakovic y col., 1997, 1998). Aun
asi, existe cierta controversia en cuanto a la leche caprina, pues también se ha
demostrado que en yogures producidos con mezclas de leche de cabra y vaca, la
sinéresis disminuye con la adicion de mas leche de cabra (Rojas-Castro y col., 2007;

Vargas y col., 2008).

Se estan llevando a cabo diversas estrategias para mejorar la calidad sensorial de
estos productos. El contenido en sdlidos no grasos se aumenta mediante distintos
procedimientos como concentracion de la leche de partida con membranas, adicion
de leche desnatada en polvo y concentrados de proteinas del suero lacteo, adicion
de estabilizadores como pectinas e inulina, y empleo de bacterias acido-lacticas
productoras de exopolisacaridos (Martin-Diana y col., 2003; Herrero y col., 2006;
Tratnik y col., 2006; Stack y col., 2010).

La concentracion de la leche de partida con métodos como la ultrafiltracién aporta
mejores propiedades organolépticas, sobre todo en cuanto a mejor textura y menor
sinéresis, frente a productos con adicién de leche en polvo, ya que ademas ésta
puede causar un deterioro o modificacion del olor y el sabor (Mehaia y col., 1998). Se
ha observado que los fermentados lacteos elaborados con leche de cabra ultrafiltrada
y con adicibn de microorganismos probidticos tienen mejores propiedades

organolépticas (Domagala y col., 2008, 2012).

La naturaleza de las caseinas es importante respecto de la resistencia del gel; las 3-
caseinas que predominan en la leche de cabra originan un gel mas fuerte que el

obtenido con la leche de vaca (Robinson, 1995).

El punto isoeléctrico de la caseina bovina se situa en torno a pH 4,6, mientras que las
proteinas caprinas lo alcanzan a pH 4,2. Cuando se alcanza este pH, es cuando se
produce la coagulacion de la mayor parte de las caseinas, llevando a la formacion del

gel y a una mejora en la retencion del suero.
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El desarrollo de leches fermentadas de cabra adicionadas de microorganismos
probioticos ha sido recomendado en el campo de la produccién de fermentados
lacteos con efectos terapéuticos (Martin-Diana y col., 2003). Es por ello que, al igual
que para la leche de vaca, en diversos estudios se promueve el crecimiento de
bacterias probidticas en la leche de cabra para conseguir una mejora en la
funcionalidad de sus productos fermentados (Martin-Diana y col., 2003; Farnsworth y
col., 2006; Kongo y col., 2006; Tratnik y col., 2006; Kehagias y col., 2008).
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5. OBJETIVOS
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De todo lo expuesto se deduce que:

- Elinterés y los beneficios saludables de la leche de cabra, frente a la de vaca,
estan bien demostrados: presencia de oligosacaridos similares a los de la
leche humana, mejor digestibilidad de la grasa, menor alergenicidad a las

proteinas y mayor biodisponibilidad de minerales.

- La conveniencia de las leches fermentadas también es bien conocida, en
cuanto a que se minimizan problemas de intolerancia a la lactosa, tienen
notables efectos bioldgicos, se pueden obviar problemas de aceptabilidad
(maxime si se parte de leche desnatada), se mejora la digestibilidad de la

leche y son vehiculo ideal para la incorporacién de probiéticos.

- La cepa L. plantarum C4 cumple los criterios para la seleccion de bacterias
probidticas, posee propiedades antimicrobianas e inmunomoduladoras.
Ademas, la leche desnatada puede ser un vehiculo apropiado para su

administracion.

- En cuanto al proceso tecnologico de obtencion de leches fermentadas,
diversos estudios reflejan las ventajas de la ultrafiltracion frente a la adicién de
leche en polvo, aportando un producto con mejor calidad sensorial y

nutricional.

Por tanto, en este primer capitulo, nos planteamos los siguientes objetivos:

v  Disefiar y desarrollar una leche de cabra fermentada desnatada,
afiadiendo un microorganismo con efecto probidtico, concretamente la
cepa L. plantarum C4, y aplicando un proceso de ultrafiltracién para

incrementar el extracto seco magro de la leche de partida.

v Llevar a cabo su caracterizacién microbiolégica, fisico-quimica y de

textura.
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6. MATERIAL Y METODOS
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6.1.Instrumentacion
Autoclave Autester Mod. 437-G. JP Selecta (Barcelona, Espafia).
Balanza de precision, Series 260, Precisa Instruments AG (Dietikon, Suiza).

Bafo de agua termostatizado con agitacion, Thermolab® GFL 1086 (BurgWedel,
Alemania).

Cantaras de acero inoxidable.
Centrifuga termostatizada Sigma 2-16PK, Sartorius (Alemania).

Desnatadora compuesta por platillos de acero inoxidable, Suministros Quimicos
Arroyo (Santander, Espafia).

Incubador, JP Selecta (Barcelona, Espana).

Membrana de ultrafiltracion de 50 kDa, Sartorius Stedim Biotech (Alemania).
Micropipetas de 10-50 pL, 50-200 pL y 100-1000 pL, Boeco (Alemania).

Placas estériles de 96 pocillos, Nunclon Surface, Nunc™ (Roskilde, Dinamarca).

Sonda de pH y temperatura, Crison pH-Meter Basic 20, Crison Instruments, S.A.
(Barcelona, Espana)

Thermomix TM 31, Vorwerk (Madrid, Espafia).

Viscosimetro Brookfield, modelo DV-lI+, Brookfield Engineering (Harlow, Reino
Unido).

Vortex, Cleaver Scientific Ltd (Rugby, Reino Unido).

6.2.Reactivos
Agar Lactobacillus plantarum selective medium (LPSM).

Fermentos lacticos YO-MIX 495 LYO 100 DCU (Starter). S. thermophilus y L.

bulgaricus, Danisco (Francia).

Lactobacili MRS agar (MRS), Difco™, Becton, Dickinson and Company (Sparks,
Estados Unidos).

Lactobacili MRS broth (MRS-broth), Difco™, Becton, Dickinson and Company
(Sparks, Estados Unidos).

Phosphate Buffered Saline tablets (PBS), Sigma Chemical Co. (St. Louis, Estados
Unidos), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).
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Tryptic Soy Agar (TSA), Difco™, Becton, Dickinson and Company (Sparks, Estados
Unidos).

6.3.Proceso de elaboracion de la leche fermentada

La elaboraciéon experimental de la leche fermentada se realizé a pequefia escala, en
el Departamento de Nutriciéon y Bromatologia de la Universidad de Granada, a partir
de leche cruda de cabra de la raza Murciano-granadina procedente de una

explotacion ganadera situada en Granada (Espaia).

a) Recogida y estandarizacién de la leche

- Recogida. Tras el ordefio, la leche de cabra se almacené inmediatamente en
un tanque de refrigeracién a 4°C con agitacion suave, manteniendo dicha
temperatura hasta su procesado. El transporte al laboratorio se realizé antes
de 2 h tras el ordefio, en cantaras estériles de 5 L de capacidad, manteniendo
la cadena de frio. Se realizo el analisis organoléptico pertinente para asegurar

la ausencia de olores y sabores extrafios.

- Desnatado. La leche se homogeneizé y se calentd previamente hasta 30-
35°C, temperatura optima para el desnatado. Se desnataron los 5 L con una
centrifuga desnatadora compuesta por platilos de acero inoxidable,
obteniendo un 80% de volumen de leche y un 15% de nata. El contenido

graso de la leche y de la nata se comprobd mediante el método de Gerber.

- Concentracion de la leche. Con el fin de concentrar la leche desnatada y
aumentar su extracto seco, se ultrafiltrd utilizando una membrana de 50 kDa,
separando leche concentrada y suero. También se prepararon leches
fermentadas con adicién de leche en polvo para estudiar posibles diferencias

de textura y valor nutricional.

b) Pasteurizacién. Se calentdé la leche a 80°C durante 30 min, controlando

siempre la temperatura con una sonda térmica. Este tratamiento térmico se
realiz6 con el fin de eliminar microorganismos patégenos y reducir la
poblacién microbiana banal para que no interfiera en el proceso de
fermentacion. Su eficacia se comprobd mediante las pruebas de la peroxidasa

y la fosfatasa:
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La leche cruda contiene la enzima peroxidasa, que se inactiva a 80°C. La
presencia de la misma se puede detectar por su capacidad de
descomposicién del agua oxigenada liberando oxigeno atdmico capaz de
fijarse a una sustancia oxidable, como el guayacol, dando un producto de
oxidacién color salmoén. Para comprobar que el proceso de pasteurizacion se
realizé6 correctamente, se dispusieron en un tubo 2 mL de leche, 2 mL de
solucién saturada de guayacol y una gota de agua oxigenada, se agité y se
mantuvo durante 1 min a 20-30°C. No se observé ningun cambio en la
coloracion, por lo que se consideré que la leche habia sido calentada
correctamente a 80°C.

La fosfatasa, enzima presente en la leche cruda, es progresivamente
inactivada por calentamiento superior a 60°C. La presencia de fosfatasa activa
se pone en evidencia por sus propiedades de liberar por hidrdlisis el p-
nitrofenol, compuesto coloreado, a partir del sustrato p-nitrofenilfosfato
disodico. Para su comprobacién, se dispusieron en un tubo 2 mL de leche y 2
mL del reactivo de Ashaffenburg et Mullen, se agité y se mantuvo durante 30
min a 37°C. No se desarrollo coloracion amarilla, lo cual confirmo la ausencia

de fosfatasa activa.

Enfriamiento de la leche. Una vez finalizado el tratamiento térmico y siempre

en condiciones de asepsia, la leche se dividié en alicuotas de 1 L y se enfrié
hasta la temperatura éptima para el desarrollo de las bacterias lacticas
propias del yogur, es decir, 42°C. Ademas, se efectudé una prueba paralela

enfriando la leche hasta 37°C.

d) Inoculacién. A 42°C y 37°C, se inocularon los microorganismos responsables

de la fermentacion y se elaboraron 2 tipos de leches fermentadas:

- Leche fermentada control, con los microorganismos propios del yogur (L.

bulgaricus y S. thermophilus). Estos, a los que denominamos starter, se
anadieron en una concentracion de 0,032 g/L, indicada en el protocolo de

dicho cultivo para conseguir una densidad inicial de 10° ufc/mL.

- Leche fermentada experimental, afiadiendo los microorganismos propios del

yogur y L. plantarum C4. Este se sembré el dia anterior en agar MRS y se
incubo a 37°C durante 24 h. Para proceder a la inoculacion, se preparé una
suspensién del microorganismo en PBS a concentracion de 10%-10° ufc/mL,

se centrifugd dicha suspension a 3500 rpm durante 10 min, se desecho el
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f)

sobrenadante y se resuspendio el “pellet” de microorganismos en 10 mL de
leche, consiguiendo asi una concentracion de 107-10® ufc/mL. Esos 10 mL se
inocularon en 1 L de leche, con lo que la concentracién inicial de L. plantarum
C4 en la leche fue de 10°-10° ufc/mL. Ademas, se efectud una prueba
paralela inoculando el microorganismo a mayor concentraciéon. Para ello, la
siembra del dia anterior se realizé en 300 mL de MRS-broth, incubando a
37°C en agitacion, tras centrifugar y resuspender el “pellet” en 10 mL de leche
se consiguié una suspension de 10'°-10"" ufc/mL, de forma que al afiadirlos a
1 L de leche, se obtuvo una concentracién inicial de 10%-10° ufc/mL. El starter

se afadio de igual manera que para la leche fermentada control.

Incubacién. Tras la inoculacién y homogeneizacién de las muestras, se
repartié cada litro en frascos de vidrio de 200 mL, para elaborar asi 5
alicuotas de leche fermentada control y 5 de leche fermentada experimental.
Todas se incubaron a 42°C y 37°C durante 6-8 h, hasta que se alcanzo el pH
deseado, éste fue 4,6 como marcan las normas de elaboracién de leches
fermentadas de vaca. Ademas, se elaboraron otras leches fermentadas
repitiendo todo el proceso pero manteniendo la incubacion hasta pH 4,2 para
observar si asi se conseguia una mejora en las caracteristicas de textura del

producto.

El pH y la temperatura se midieron en los tiempos 0 h, 4 h, 6 h y 8 h. Ademas,
también se tomaron alicuotas para estudiar y controlar el crecimiento de los

distintos microorganismos, asi como las interacciones entre ellos.

Enfriamiento y conservacion del producto final. Una vez transcurrido el tiempo

de incubacién y alcanzado el pH deseado se procedid al enfriamiento rapido
de las leches fermentadas en camara fria (4°C) para detener el proceso
fermentativo y el crecimiento microbiano. Estas se mantuvieron en

refrigeracion hasta el momento de los analisis.

La figura 8 muestra un esquema de la elaboracion de la leche de cabra

fermentada desnatada con efecto probidtico, destacando los diferentes

parametros evaluados y condiciones aplicadas durante el disefio y desarrollo de

la misma.
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LECHE DE CABRA

Almacenamiento,
tanque refrigeracion 4°C,
agitacion suave

Ordeno, T2inicial leche: 28-30°C

Transporte al laboratorio

Desnatado, 35°C
Contenido graso £0,1% m/m

Adicion leche en polvo Ultrafiltracion
\ Pasteurizacion

Adicion microorganismos

S.thermophilus
L. bulgaricus
L.plantarum C4

S.thermophilus
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[
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FcoNTROL  \FEXPERIMENTAL

Leche de cabra
fermentada desnatada

Leche de cabra
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con efecto probiotico

Estudio microbioldgico Estudio de la textura
Crecimiento Analisis fisico-quimico Sinéresis
Antibiosis ' Viscosidad
Consumo preferente \

Figura 8. Esquema de la elaboracion de la leche de cabra fermentada desnatada, con

efecto probiodtico. LF: leche fermentada.
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6.4.Estudio microbioldgico

Con el objetivo de caracterizar microbiolégicamente nuestro producto, se estudiaron
el crecimiento y las interacciones entre la cepa probidtica L. plantarum C4 y las cepas
del starter (L. bulgaricus y S. thermophilus), pues la elaboracién de una leche
fermentada con efectos probidticos requiere compatibilidad entre las distintas

bacterias envueltas en el proceso de fermentacion.

Para ello, se realizaron contajes de los microorganismos viables a distintos tiempos
del proceso de fermentacion y se hicieron ensayos de antibiosis entre las tres cepas

utilizadas para la elaboracién de la leche fermentada.
¢ Evaluacién del crecimiento de los cultivos

Para proceder al recuento de microorganismos viables, se tomaron alicuotas del
producto a distintos tiempos del proceso de fermentacién (0 h, 4 h, 6 h, 8 h). Se
prepararon diluciones seriadas de la leche fermentada en PBS (10'-10°%), se
sembraron las mismas en placas de agar MRS y TSA para el crecimiento de
todos los microorganismos, y en LPSM (L. plantarum selective medium) para el
crecimiento selectivo de la cepa L. plantarum C4 y se incubaron a 37°C durante
24-48 h, tras lo cual se procedié al recuento. En la tabla 3 se muestra la
composicion del medio LPSM, disefiado y desarrollado con anterioridad en el
Departamento de Microbiologia de la Universidad de Granada (Bujalance y col.,
2006).

Tabla 3. Composicion del medio LPSM (L. plantarum selective medium).

g/L
Bacto proteosa peptona 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
Sorbitol 20
Citrato aménico 2
Acetato sodico 5
Fosfato potasico 2
Sulfato magnésico 0,1
Sulfato manganésico 0,05
Bacto agar 15
Purpura de bromocresol 0,02
Ciprofloxacino 0,004 (2 mg/mL)
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¢ Ensayos de antibiosis

Se realizaron ensayos de antibiosis mediante el “spot test” en placas de agar
MRS y TSA, para evaluar la capacidad de produccién de sustancias inhibidoras
del crecimiento. Este test consistié en realizar una descarga directa de cada cepa
sobre placas de MRS y TSA y cubrirlas con otra capa de agar TSA conteniendo
otra cepa, de forma que todas ellas se enfrentaron entre si. La capa superior fue
siempre de agar TSA y para la inferior se ensayd tanto MRS como TSA. Por
tanto, se evaluaron 9 combinaciones con ambas capas de TSA y otras 9 con la

capa inferior de MRS vy la superior de TSA (figura 9).

Para la realizaciéon de dicho ensayo, se sigui¢ el método descrito por Jacobsen y
col. (1999) con algunas modificaciones. El dia previo al ensayo se realizaron
siembras de las cepas en tubos de agar MRS y se llevaron a incubacién a 37°C
durante 24 h. Para proceder al experimento, siempre en condiciones de
esterilidad, se prepararon suspensiones en PBS de las cepas cuya capacidad de
antibiosis se queria estudiar y se ajustaron por turbidez a 10" bacterias viables
por mL. Se sembraron 10 pL de estos inéculos en el centro de 9 placas de MRS y
9 placas de TSA, que se llevaron a incubacion, para obtener una masa localizada
de crecimiento bacteriano. El segundo dia, se prepararon suspensiones de las
bacterias indicadoras de antibiosis en PBS, que se ajustaron por turbidez hasta
una concentracion aproximada de 10" bacterias viables por mL. Se tomaron 100
ML de suspension y se llevaron a tubos estériles que contenian 10 mL de agar
TSA mantenidos a sobrefusion (45-50°C). Estos tubos se homogeneizaron por
rotacion y rapidamente se vertieron cuidadosamente sobre las placas de agar
MRS y TSA donde habia crecido la cepa cuya capacidad de antibiosis se queria
evaluar, siempre enfrentando cada cepa con ella misma y con las otras dos. De
esta forma se obtuvo en las placas una doble capa: la inferior, de agar MRS o
TSA, conteniendo en su superficie la masa de la bacteria productora de
antibiosis, y la superior de agar TSA, conteniendo el inéculo de la bacteria
indicadora de antibiosis. Una vez gelificada la capa superior, las placas se
incubaron a 37°C durante 24-48 h para permitir el crecimiento de la cepa
indicadora, que enturbiara la capa superior de medio, excepto alrededor de la
cepa productora, en caso de que haya antibiosis. Transcurrido este tiempo, se
examino la presencia de halos de inhibicion del crecimiento de la bacteria
indicadora en torno al crecimiento de la bacteria productora de antibiosis y se

procedid, en caso de inhibicion, a la medida de los halos.
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Figura 9. Combinaciones estudiadas en los ensayos de antibiosis.

C4: L. plantarum C4
LB: L. bulgaricus
ST: S. thermophilus

«Consumo preferente

Se tomaron alicuotas del producto tras 3, 4, 5 y 6 semanas desde la elaboracién
del mismo y se realiz6 un recuento microbiano mediante la preparacion de
diluciones seriadas de la leche fermentada en PBS (10'-10°), siembra en placas
de agar MRS y TSA para el crecimiento de todos los microorganismos, y en
LPSM para el crecimiento selectivo de la cepa L. plantarum C4 e incubacion a
37°C durante 24-48 h, tras lo cual se procedié al recuento. El objetivo fue estudiar
la vida media de la leche fermentada, es decir, comprobar que los
microorganismos seguian siendo viables y que estaban a la misma
concentracion, pues la supervivencia de dichos microorganismos durante la
refrigeracion proporcionara a la leche fermentada los efectos beneficiosos

basados en las altas concentraciones de probidticos (Kongo y col., 2006).
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6.5.Analisis fisico-quimico

Se realiz6 la caracterizacion fisico-quimica, tanto de la leche de partida como de las
leches fermentadas control y experimental, en la empresa Biot, asociada al proyecto
de investigacion que sustenta este trabajo. Los andlisis se llevaron a cabo siguiendo
los métodos oficiales (AOAC, 2006).

opH

Esta medida se realiz6 mediante lectura directa en pH-metro a una temperatura
de 25°C.

e Acidez

La acidez, expresada en gramos de acido lactico por 100 mL de leche o leche
fermentada, se determind mediante titulacion potenciométrica con hidroxido de

sodio hasta viraje, utilizando fenolftaleina como indicador.

e Densidad

Se utilizé un lactodensimetro de Quevenne contrastado para determinar el peso
especifico de la leche, en comparacion con el del agua. Para ello, se vertio la
leche a 15°C en una probeta ligeramente inclinada para evitar la formacion de
espuma, llenandose completamente, de forma que al introducir el lactodensimetro
se provocara un desbordamiento de la leche eliminando asi de la superficie de la
leche los indicios de espuma. Se efectud la lectura de los grados Quevenne
correspondientes a la linea inmediatamente superior a la parte mas alta del

menisco.

La temperatura de la leche permanecio entre 13y 18°C y, en el caso de que la leche
no estuviera a 15°C, el peso especifico se corrigid sumando o restando 0,2 a los
grados Quevenne leidos por cada grado centigrado superior o inferior a 15°C,

respectivamente.

El grado Quevenne representa la diferencia entre el peso especifico y la unidad,
multiplicando el resultado por 1000. El efecto Recknagel se eliminé tras mantener

la leche un minimo de 12 horas a 4-5°C.
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e Grasa

Para la determinacion de la materia grasa se siguié el método de Gerber, mediante el

cual se produce la liberacion total de grasa de la muestra por centrifugacion en un

butirometro, previo ataque con &acido sulfurico de los elementos de la leche

exceptuando la materia grasa. La separacion se facilita con adicion de una pequefia

cantidad de alcohol isoamilico.

50

Se agregaron a un butirometro 10 mL de H,SO,4, 11 mL de leche y 1 mL de
alcohol isoamilico, se agité vigorosamente y se centrifugd a 1100 rpm y a una
temperatura de 65+2°C, tras lo cual se procedié a la lectura del porcentaje de

materia grasa.

Este procedimiento varia en el caso de las leches fermentadas, por lo que se
realizé una adaptacion de la técnica oficial que consistié en pesar 50 g de leche
fermentada y diluirla a 100 mL con agua destilada, agitando para homogeneizar.
Una vez preparada esta disolucion, se siguié el procedimiento descrito para la

leche.

e | actosa

El contenido de lactosa en leche se determiné mediante el método oficial de la
cloramina T, que determina el contenido en lactosa monohidratada, una vez
desproteinizada la leche, mediante una valoracion por retroceso. Para ello, se
precipitan las proteinas con acido tungstico y a una cierta cantidad de filtrado se le
afiade cloramina T y Kl. La cantidad de cloramina T que no reacciona con la lactosa,

lo hace con el yoduro, liberando I, que se titula con una disolucién de Na,S,0s.

Se pusieron 10 mL de leche en un matraz aforado de 100 mL, se afadieron 25 mL
de agua destilada y 40 mL de acido tungstico, se enraso con agua y, tras un reposo
de 30 minutos, se filtr6. Se dispusieron 10 mL de filtrado en un matraz erlenmeyer,
anadiendo 5 mL de Kl al 10% y 20 mL de cloramina T 0,04 N, tras lo que se
mantuvo tapado y en oscuridad durante una hora y media. Transcurrido este tiempo,
se anadieron 5 mL de la disolucion de HCI 2 N y se procedié a una valoracién con
una disolucion de tiosulfato 0,04 N, afadiendo hacia el final de la titulacién dos o
tres gotas de la disolucion de almidon. Paralelamente, se hizo un ensayo en blanco

con 10 mL de agua destilada en lugar del filtrado.
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Los resultados se expresaron como g lactosa / 100 mL de leche. Para calcular el

contenido en lactosa se aplicé la siguiente formula:
Eq. Lactosa = Eq. Cloramina T consumidos
g lactosa / 100 mL leche (desnatada) = (n-n’) 0,72 x 0,996

Donde,

n = mL de Na,SO; gastados en el ensayo en blanco

n’ = mL de Na,SO; gastados para la leche

0,996 = factor experimental de correccion debido a la precipitacion de las proteinas

para la leche desnatada.

En el caso de las leches fermentadas, la lactosa se determind mediante test
enzimatico, en el que la ésta es hidrolizada a D-glucosa y D-galactosa por accién de
la enzima B-galactosidasa a pH 5. La interconversion de las formas a- y p- de D-
galactosa es catalizada por la galactosa mutarotasa. La B-D-galactosa es oxidada
por NAD" a acido D-galactonico en presencia de B-galactosa deshidrogenasa a pH
8,6, formandose en esta reaccion una cantidad NADH que es estequiométrica con la

cantidad de lactosa. Este se mide por el aumento de la absorbancia a 340 nm.
Lactosa + H20 — D-glucosa + D-galactosa
a-D-galactosa « [-D-galactosa

B-D-galactosa + NAD" — &cido D-galactdnico + NADH + H*

e Proteinas

La determinacién de proteinas en las muestras se realizé siguiendo el método
Kjeldahl. El contenido en proteina es el resultado de multiplicar el contenido en
nitrégeno, determinado por el procedimiento Kjeldahl, por 6,38 como factor de

conversion del nitrdgeno en proteina para leche y productos lacteos.

El procedimiento para la determinacion de proteinas con dicho método se

esquematiza en la figura 10.
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DIGESTION
*SmlLleched3gLF A 25 ML H,S0,4 al 98% viv
1 mL CuSQy4
3 perlas de vidrio
«15 g K2804
MATRAZ KJELDAHL
PATRONES
<015 g (NH),504 -
+0,20 g triptéfano )
+0,15 g albumina
BLANCO a
=
*5 mL agua destilada
+0,1 g sacarosa DIGESTOR KJELDAHL
Calentar a 80°C

J

Calentar a 120°C

J

Subirla T2 50°C cada 30 min
{hasta 400°C, 30 min)

J

Enfriar a T2 ambiente

Afadir agua hidestilada desionizada para
ohtener 50 mL del volumen final

NEUTRALIZACIONY DESTILACION

+50 mL acido barico al 4%

Matraz erlenmeyer « 3 gotas indicador Shiro-Tashiro

hajo refrigerante ) )
Matraz Kjeldahl en aparato destilador

Afadir NaOH 40% hasta color marrén

J

Destilacion 3 min, color verde

3

DESTILADOR Valorarcon HCIO,1 N

Figura 10. Esquema del método Kjeldahl para la determinacion de proteinas en leche

y leche fermentada (LF).
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6.6.Estudio de la textura

La reologia es la ciencia que estudia la deformacién de un cuerpo sometido a fuerzas
externas. Su estudio es esencial en muchas industrias, incluyendo las de
alimentacion, y destacando las industrias de productos lacteos, pues la apariencia,
textura y consistencia de éstos son importantes propiedades a tener en cuenta para

qgue el producto sea del agrado del consumidor.

Es por ello que se estudid el comportamiento reolégico de la leche fermentada,
concretamente las propiedades de sinéresis y viscosidad. Como se ha comentado
anteriormente, un objetivo en el disefio del producto ha sido incrementar la retencion
de suero de la leche fermentada experimental usando la ultrafiltraciéon en lugar de

otros métodos de concentracién, como puede ser la adicion de leche en polvo.

Para ello, se elaboraron leches fermentadas de cabra desnatadas, utilizando como
materia prima solo leche, leche con adicién de leche en polvo y leche ultrafiltrada, y
parando el proceso de fermentacién a pH 4,6 y pH 4,2. Concretamente, se midieron

sinéresis y viscosidad de las siguientes leches fermentadas desnatadas:

-Leche fermentada desnatada, pH 4,2

-Leche fermentada desnatada, pH 4,6

-Leche fermentada desnatada con adicion de leche en polvo, pH 4,2
-Leche fermentada desnatada con adicion de leche en polvo, pH 4,6
-Leche fermentada desnatada ultrafiltrada con L. plantarum C4, pH 4,2

-Leche fermentada desnatada comercial

e Sinéresis

El método utilizado para determinar el grado de sinéresis se baso en el descrito
por Staffolo y col. (2004) con algunas modificaciones. Se elaboraron leches
fermentadas controles y experimentales siguiendo las pautas y condiciones
descritas, con la unica diferencia de que en lugar de frascos de yogur de 200 mL,
la leche fermentada se elaboré en probetas graduadas de 100 mL y se almacend
en refrigeracion. Se midié el volumen de desuerado a lo largo del tiempo (0-21
dias de almacenamiento). El indice de sinéresis (%) se expres6 como mL de

suero por 100 mL de muestra inicial.
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e Viscosidad

La viscosidad se determind en yogures de 200 mL utilizando un viscosimetro.
Para proceder a la medida, la muestra de leche fermentada se utilizé siempre una
semana después de su elaboracion, se llevd a 25°C y se aplicé una velocidad de
100 rpm con el torque durante 3 min para estandarizar las condiciones iniciales.
Una vez hecho esto, se midi6 la viscosidad y el estrés en funciéon de la aplicacion
de distintas velocidades crecientes (entre 0,5 y 100 rpm). Los resultados fueron la
media de 3 medidas y se expresaron en valores de estrés en funcién de la

velocidad que se aplicé a la muestra (0,5-20 rpm).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
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Durante la ultima década, el interés del consumidor por la comida saludable ha
cambiado drasticamente. El aumento de los gastos médicos es uno de los factores
que fuerzan a la busqueda de medios baratos y efectivos para el mantenimiento de la
salud, lo que ha llevado a un incremento en el interés por los alimentos funcionales.
Los productos lacteos, especialmente los fermentados, ocupan casi el 42% del
mercado de dicho sector, ya que no soélo presentan un gran valor nutricional, sino que
también se ha demostrado que aportan importantes beneficios para la salud
(Barbaros y col., 2010). Estos se enriquecen con componentes funcionales y aunque
los productos lacteos con w-3, fitosteroles, isoflavonas, acido linoleico conjugado
(CLA), péptidos bioactivos, minerales y vitaminas juegan un importante papel en el
desarrollo de los alimentos funcionales, la incorporacion de probidticos se ha
incrementado rapidamente en las ultimas dos décadas y se encuentra a la cabeza de
la innovacion en dicho sector, pues su consumo aporta multiples beneficios

(Champagne y col., 2009).

Es bien sabido que las bacterias probioticas (especialmente cepas de Lactobacillus y
Bifidobacterium) crecen débilmente en leche debido a su baja actividad proteolitica e
inhabilidad de utilizar lactosa (Saarela y col., 2009). Estas bacterias también
necesitan ciertos compuestos para su crecimiento que no estan presentes en la leche
(Roy, 2001; Ostlie y col., 2003). Para mejorar la viabilidad de las bacterias probioticas
en leches fermentadas, varias sustancias han sido afadidas a la leche, entre ellas
fructooligosacaridos, concentrados de proteina de suero de leche, extractos de
levadura, aminoacidos, precursores de nucleétidos, etc. (Ostlie y col., 2003; Janer y
col., 2004; Stephenie y col., 2007).

Concretamente en nuestro estudio, L. plantarum C4 ha demostrado propiedades
beneficiosas para la microbiota humana en presencia de fructooligosacaridos,
resultados que se describen en el Capitulo IV del presente trabajo. En el caso de la
leche de cabra, ademas de los beneficios para la salud citados, se ha visto que
determinados probioticos crecen mas rapido y tienen mayor actividad fermentadora
que en leche de vaca, asi como también los recuentos son mayores en todas las
fases de la fermentacion. La mayor cantidad de algunos minerales como Ca, Mgy Zn
podria influenciar el crecimiento de bacterias acido-lacticas, ya que éstos forman
parte de complejos enzimaticos envueltos en la fermentacion de la lactosa. La mayor
concentracion de proteinas del suero podria también favorecer el crecimiento de
Lactobacillus y Bifidobacterium gracias a los altos niveles de algunos aminoacidos.
Estos resultados indican que el uso de distintos microorganismos es adecuado para

obtener fermentados de leche cabra funcionales (Bozanic y col., 2004; Slacanac y

57



Capitulo |

col., 2010). Por otro lado, la seleccion de la bacteria probidtica y optimizacion de las
condiciones de elaboracion (tanto formulacién como almacenado) son de extrema
importancia en la viabilidad de dichos microorganismos en la leche fermentada
(Saarela y col., 2004, 2006; Martinez-Villaluenga y col., 2007). Es en este contexto en
el que se optimizd el proceso de elaboracion de una leche de cabra fermentada
desnatada y ultrafiltrada, con efecto probidtico, estudiando ademas las interacciones

microbioldgicas y propiedades fisico-quimicas y texturales del producto final.

A pesar de los esfuerzos en el desarrollo de nuevos productos lacteos, una apropiada
validacién cientifica de las reivindicaciones funcionales supone una cuestion critica
en el campo de dichos alimentos, constituyendo un gran desafio para la industria
lactea. Sin embargo, estas nuevas demandas representan una oportunidad de oro en
la que investigacién, desarrollo e innovacion serian la clave para el futuro del sector
de las leches fermentadas (Sanchez y col.,, 2009). La tabla 4 muestra algunos
ejemplos de leches fermentadas con probidticos hoy disponibles en el mercado, y las
cepas usadas en cada caso (Barbaros y col., 2010). En la actualidad, los probidticos
mas conocidos y de mayor utilizacion son: L. plantarum 299, L. rhamnossus GG y

Bifidobacterium (Montrose y col., 2005).

La leche fermentada de cabra con probiéticos representa un grupo de productos con

grandes perspectivas de futuro en base a sus propiedades.

Cada cepa de probiéticos posee efectos beneficiosos sobre la salud y varian segun la
cantidad ingerida y la duracion de la administraciéon. Bozanic y col. (2001)
fermentaron leche caprina y bovina con Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12.
Mas tarde, Bozanic encontré un crecimiento mas rapido de L. acidophilus La-5 en
leche de cabra que de vaca (2004), y Slacanac y col. (2004, 2005) encontraron
resultados similares para Lactobacillus y Bifidobacterium en todas las fases de la

fermentacion.

Algunas bacterias aisladas de la leche materna, como Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve, Lactobacillus reuteri, L. plantarum, Lactobacillus fermentum o
Enterococcus faecium se consideran potenciales bacterias probidticas. De hecho,
algunas de ellas ya se incluyen en productos probiéticos comerciales (tabla 4). Asi,

los resultados de estos estudios cientificos han sido un gran apoyo para este sector.
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Tabla 4. Ejemplos de leches fermentadas con probidticos comerciales (Modificado de
Barbaros y col., 2010).

Producto Probidtico
Acidophilus milk L. acidophilus
Sweet acidophilus milk L. acidophilus
Acidophilin L. acidophilus, L. lactis, levaduras del kéfir
Nu-Trish A/B L. acidophilus, Bifidobacterium spp.
Diphilus milk L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum
Biomild L. acidophilus, B. bifidum
Cultura® o A/Bmilk L. acidophilus, B. bifidum
Bifighurt® B. longum (CKL 1969) o B. longum (DSM 2054)

) ) i L. acidophilus, L. lactis subsp. lactis, subsp.
Acidophilus buttermilk ) o ) )
cremoris, subsp. lactis biovar. diacetylactis

Acidophilus-yeast milk L. acidophilus, Saccharomyces lactis

Bifidus milk B. bifidum o longum

Yakult L. casei Shirota

Yakult Miru-Miru L. casei, B. bifidum o B. breve, L. acidophilus
A-38 fermented milk L. acidophilus, cultivos lacticos mesofilos
Onaka He GG, S. thermophilus, L. bulgaricus, L. rhamnosus
Gefilus (Valio Ltd) GG

CHAMYTO Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus helveticus
Vitagen . acidophilus

Procult drink )
. bulgaricus

L
B. longum BB536, S. thermophilus,
L
L

Actimel . casei Immunitas™

AKTfit, Biola, BioAktiv,

L. rhamnosus GG
YOMO, LGG+, Yoplait360°, Kaiku Actif

Gaio L. casei F19
Verum L. rhamnosus LB21
ProViva L. plantarum 299v

Yogur bifidus, bifidus natural, bifidus 0% | Bifidobacterium spp.

Activia® Bifidus actiregularis B. lactis DN-173010
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En lo que respecta a nuestra cepa, L. plantarum C4, se han obtenido resultados que
demuestran su actividad y efectos probidticos, sus propiedades antimicrobianas e
inmunomoduladoras, modula la microbiota intestinal, podria ejercer efectos
antiinflamatorios y tener propiedades citotoxicas en células tumorales (Bujalance y
col., 2007; Fuentes y col., 2008, 2008b; Puertollano y col., 2008, 2009, 2013). Debido
a que los beneficios para la salud son especificos de cada cepa, éstas podrian ser
seleccionadas en funcion del grupo de consumidores, pues la microbiota intestinal es
diferente a lo largo de las distintas etapas de la vida, o incluso para grupos de
individuos con necesidades especiales. Aun asi, hoy dia los probidticos en uso son
bacterias con beneficios generales y para la poblacién en general (Sanchez y col.,
2009).

7.1.0ptimizacién del proceso de elaboracion de la leche fermentada

Tras la realizacion de las distintas leches fermentadas y el estudio de cada uno de los
puntos criticos durante el disefio y desarrollo de las mismas, y en base a los

resultados obtenidos, se estandarizaron las condiciones de elaboracion (figura 11).

Tras recoger y desnatar la leche de partida como se describe en el apartado 6.3., se
ultrafiltraron 3,6 L de la misma utilizando una membrana de 50 kDa, obteniéndose
2,12 L de leche concentrada y 1,48 L de suero. El método de concentracién de la
leche elegido fue la ultrafiltracién porque se consiguieron mejores caracteristicas de
textura en el producto final, frente a la adicion de leche en polvo, como se describe

en el apartado 7.4.

La pasteurizacién se realizd a 80°C durante 30 min, comprobando su eficacia

mediante las pruebas de la peroxidasa y la fosfatasa.

Aunque la temperatura optima para el desarrollo de las bacterias lacticas propias del
yogur es de 42°C, los microorganismos fueron inoculados e incubados a 37°C, pues
se observé que ésta era la temperatura 6ptima para la cepa a ensayar, L. plantarum
C4, y no afectaba al crecimiento y actividad fermentadora de los microorganismos

tradicionales del yogur (tabla 5).
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Tabla 5. Crecimiento de los microorganismos fermentadores a 37°C y 42°C.
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Bacterias viables,

Bacterias viables,

. . a (0

Microorganismo | T#(°C) tiempo inicial (ufc/mL) tiempo final (ufc/mL)

L. plantarum C4 49 2,1x10* 3,5x 10
Starter 1,6 x 10° 9,5x 10°

L. plantarum C4 37 2,6 x10° 1,2 x 10’
Starter 7,0 x 10° 4,8 x 10°

Se elaboraron las siguientes leches fermentadas:

- Leche fermentada control, con los microorganismos tradicionales del yogur.
Estos se afadieron a una concentracion de 0,032 g/L, como se detalla en el
apartado 6.3.

- Leche fermentada experimental, afiadiendo los microorganismos propios del
yogur y L. plantarum C4. Este se afiadié a 10°-10° ufc/mL, como se describe
en el apartado 6.3. El microorganismo se inoculé a esta concentracion tras
estudiar el crecimiento e interacciones con los starters mediante recuentos en
placas y ensayos de antibiosis, como se describe a continuacion, en el
apartado 7.2.

Se incubaron a 37°C durante 6 h o hasta que se alcanzo el pH deseado, éste fue
concretamente 4,2 y no 4,6 como marcan las normas de elaboracién de leches
fermentadas de vaca, tras observar una notable mejora en las caracteristicas de

textura del producto final, como se detalla en el apartado 7.2.

Por ultimo, se procedid al enfriamiento rapido de las leches fermentadas en camara
fria (4°C).
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LECHE DE\CABRA

Almacenamiento,
tanque refrigeracion 4°C,
agitacion suave

Ordefio, T2inicial leche: 28-30°C

Transporte al laboratorio

/

esnatado 35°C
Contem( y 50 < 0 1% m/m

Adicion leche en polvo Ultraflltrac|o

> sinéresis < sineresis
<viscosidad > viscosidad
Pasteurizacion

Adicion microorganismos

S. thermophilus
L. bulgaricus
L.plantarum C4

S.thermophilus
L. bulgaricus

2

E l
T2incubacion optima 42ec < Incubacion 4,6

L. plantarum C4 —> @7°0) - r J Mejor textura
S

Leche de cabrafermentada

desnataday ultrafiltrada,
- con efecto probiotico

Figura 11. Optimizacion del proceso de elaboracién de la leche de cabra fermentada

desnatada, con efecto probidtico. LF: leche fermentada.
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7.2.Estudio microbioldgico
e Evaluacion del crecimiento de los cultivos

Cuando la leche de cabra se ferment6é con L. bulgaricus, S. thermophilus y L.
plantarum C4, éste ultimo no inhibio el crecimiento de las cepas del starter, en
comparacion con el starter sélo (figura 12.A), ademas la adicion de dicha cepa no
afecté la caida del pH durante el proceso de fermentacién. Por otro lado, el
descenso de pH debido a la accién fermentadora de los microorganismos propios
del yogur abolié la proliferacion de L. plantarum C4, aunque la viabilidad de la

bacteria probidtica no fue afectada (figura 12.B).

Por tanto, se observé que en leche de cabra, L. plantarum C4 no inhibié el
crecimiento de los starters. Sin embargo, éste no crecid, aunque la viabilidad
permanecié constante (tabla 6). Fue por ello que, para obtener una concentracion
de probidtico suficientemente alta en el producto final, fue necesario aumentar la
concentracién inicial del indculo del probidtico a 10%-10° ufc/mL. Bajo estas

condiciones, no hubo interacciones negativas entre las tres bacterias (tabla 7).
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Figura 12. A) Comparacion del crecimiento del starter solo en la leche fermentada control,
y junto con L. plantarum C4 en la leche fermentada experimental. B) Comparacion del
crecimiento de L. plantarum C4 solo en la leche, y junto con el starter en la leche
fermentada experimental. C) Representacién del crecimiento de las cepas durante el
proceso de fermentacion.
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Tabla 6. Resultados del co-cultivo (inéculo L. plantarum C4 a 10°-10° ufc/mL).

Medio Bacterias Tiempo de y Bacterias viables/mL (log)
. ., p
(leche de cabra) | Starters | L. plantarum C4 incubacion (h) Starters | L. plantarum C4
0 646 | 6,70
v 4 492 | 874
8 400 | 848
0
Leche 6,57 5,08
desnatada
. v 4 6,55 5,59
pasteurizada
8 6,57 6,40
0
6,57 6,74 5,04
v v 4 644 | 804 5,48
8
4,86 8,14 6,20
0 6,22 6,48
7 4 395 | 843
8 3,86 8,41
0 6,33 5,57
Leche
desnatada v 4 6,47 6,10
pasteurizada
ultrafiltrada 8 6,54 6.95
0 6,27 6,12 5,58
v v 4 4,37 8,00 5,90
8 4,25 8,33 6,70

v adicién del microorganismo
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Tabla 7. Resultados del co-cultivo (inéculo L. plantarum C4 a 108-10° ufc/mL).

) Bacterias viables/mL
Medio Bacterias Tiempo de
: . (log)
(leche de incubacién pH
L. plantarum L. plantarum
cabra) Starters (h) Starters
& c4
0 6,51 6,87
Leche v
desnatada 6 4,44 9
pasteurizada 0 6,28 6,54 9,15
ultrafiltrada v v
6 4,37 8,54 9,32

v'adicién del microorganismo

¢ Ensayos de antibiosis

Cuando se estudid la antibiosis mediante el “spot test” en placas de agar, L.

plantarum C4 fue capaz de ejercer un efecto inhibitorio en el crecimiento de L.

bulgaricus y S. thermophilus, especialmente en los casos en que la capa inferior

era agar MRS, medio con alto contenido en dextrosa. En cuanto a la accion de los

starters, éstos se inhibieron levemente entre si, y en ningun caso inhibieron el

crecimiento de L. plantarum C4 (tabla 8). Esta inhibicion no ocurrié en TSA, medio
con bajo contenido en dextrosa. En base a estas observaciones, la inhibicién
podria ser atribuible a la produccion de acido a partir de la fermentacién de dicho

azucar. La unica excepcion fue la accion de L. plantarum C4 sobre L. bulgaricus

en TSA, quizas debida a productos como bacteriocinas de la cepa C4.

Tabla 8. Inhibiciones entre cepas en ensayos de antibiosis mediante el “spot

test”. Didmetros de inhibicion (mm).

Cepa diana
L. plantarum C4 | L. bulcaricus | S. thermophilus
Cepa testada MRS TSA MRS | TSA MRS TSA
L. plantarum C4 12 0 27 18 23 0
L. bulcaricus 0 0 15 0 12 0
S. thermophilus 0 0 15 0 14,5 0
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Los resultados del “spot test” no mostraron una buena correlacién con la actuacion de
las tres cepas durante la fermentacion, ilustrando asi la importancia de los factores
ambientales como es la naturaleza de los azucares. Las tres cepas utilizadas para la
elaboracion de nuestro producto lacteo (los starters L. bulgaricus y S. thermophilus y
la cepa probiédtica L. plantarum C4) no mostraron interacciones negativas durante el

proceso de fermentacion.

Por tanto, teniendo en cuenta el comportamiento del probidtico y de las cepas del
starter, se fijaron las condiciones 6ptimas para el proceso de fermentaciéon y
elaboracion de la leche fermentada. Particularmente, se fij6 la temperatura de
fermentacion a 37°C, pues es la temperatura optima para L. plantarum C4 y el
comportamiento de las cepas del starter no se afecta, ya que crece igual que a 42°C.
Con el objetivo de conseguir una concentracion final de 108-10° ufc/mL de cada cepa
en el producto, se inoculd el starter a 10° ufc/mL, al ver que crecia dos potencias, y la
cepa de L. plantarum C4 fue inoculada directamente a 108-10° ufc/mL, tras observar

que mantenia su viabilidad pero no crecia durante el proceso de fermentacion.

En cuanto a las interacciones y crecimiento de las diferentes cepas en nuestro
producto, se observo inhibicidn en los ensayos de antibiosis en placas pero no en el
proceso de fermentacion en la leche. Esto se puede deber al tipo y cantidad de
azucar de cada medio, pues en MRS los microorganismos utilizan dextrosa mientras

que en la leche éstos fermentan lactosa.

Diferentes tasas de crecimiento y fermentaciéon de probidticos en funcion de los
carbohidratos han sido descritas anteriormente para Lactobacillus brevis (Zhan y col.,
2006), B. longum (Mlobeli y col., 1998), Bifidobacterium infantis (Perrin y col., 2001),
L. bulgaricus (Chervaux y col., 2000), L. helveticus y L. rhamnosus (Champagne y
col., 2009).

Ultimamente, se ha destacado la importancia del estudio y seleccién de las cepas
para una eficiente fermentacion. Por ejemplo, se ha visto que S. thermophilus no
acidifica muy rapido la leche en ausencia de L. bulgaricus, ambos usados
tradicionalmente en la elaboracién de yogures. Champagne y col. (2009) observaron
que S. thermophilus crecié mejor sélo que en cultivos mixtos con otros probidticos, en
nuestro caso dicho efecto no fue perceptible, pues el starter compuesto por S.
thermophilus y L. bulgaricus crecié igualmente sélo que en compania de L. plantarum
C4.
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El crecimiento de nuestra cepa probiotica en leche fue menor que el de los starters y
cuando se co-cultivaron no mostré grandes cambios, como se observd para L.
helveticus R0052 en el estudio mencionado. En otros casos se ha observado que el
starter si que afecta a la evolucion de otros probidticos en la elaboracién de leches
fermentadas (Dave y col., 1997). Esto muestra la variabilidad en las relaciones e
interacciones entre los cultivos iniciadores y los probiéticos y denota la necesidad de
seguir estudiando si dichas interacciones estan ligadas a competicion por sustratos,
producciéon de compuestos inhibidores, protedlisis o evolucion del pH durante la

fermentacion (Wang y col., 2002).

En relacion al numero de microorganismos en el producto final, muchas industrias de
leches fermentadas probidticas garantizan 1 billon de microorganismos por porcion,
que generalmente equivale a 10’ ufc/mL, cantidad indicada también en el Real
Decreto 179/2003, por el que se aprueba la norma de calidad para el yogur. Los
datos de nuestro estudio muestran que se pueden alcanzar niveles mucho mas altos
si la cepa probidtica se inocula a altas concentraciones y al mismo tiempo que el
starter, al principio del proceso de fermentacion, lo que también ha sido descrito por

otros autores (Champagne y col., 2009; Minervini y col., 2009).

Ademas, diversos estudios sostienen que para que los probidticos ejerzan su
actividad y proporcionen los beneficios que se les atribuyen, es necesario que lleguen
viables al intestino y en cantidades muy altas, de 10° a 10" ufc/dia (Galdeano y col.,
2004; Parvez y col., 2006; Shah, 2007). En el pasado, muchos probidticos se
seleccionaban por su capacidad de crecer y sobrevivir en la leche fermentada. Hoy
en dia, las caracteristicas tecnolégicas de dichas cepas se estan convirtiendo en un
factor menos importante que sus demostrados efectos beneficiosos para la salud. En
esta situacion, primero se eligen las cepas probiéticas especificas y después es la
industria la que debe disefiar y desarrollar el proceso de elaboracion y las cepas
iniciadoras adecuadas de forma que el producto resultante sea exitoso y permita el

uso de dichos microorganismos.
e Consumo preferente

En cuanto a los ensayos de consumo preferente de la leche fermentada, se
observd que los microorganismos permanecieron viables y se encontraban a la
misma concentracién, en refrigeracion a 4°C, tras 4 semanas desde su

elaboracion, a partir de ésta empezé a disminuir el nimero de microorganismos,
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aunque siguieron estando por encima de 107 ufc/mL incluso en la semana 6 (tabla
9).

Tabla 9. Recuentos bacterianos (log ufc/mL) tras la fermentacién y transcurridas 3, 4,5y

6 semanas de almacenamiento a 4°C de las leches fermentadas (LF) control y

experimental.
Tiempo (semanas)
Cultivo
0 3 4 5 6
LF control L. bulgaricus + S. thermophilus | 1,02x10° | 1,03x10° | 1,25x10° | 4,65x10°® | 3,80x10’
LE L. bulgaricus + S. thermophilus | 3,75x10° | 2,95x10° | 5,80x10° | 1,60x10° | 1,94x10°
experimental L. plantarum C4 1,65x10° | 1,28x10° | 2,15x10° | 1,20x10° | 1,9x10°

Kongo y col. (2006) indicaron que la supervivencia de los microorganismos durante la
refrigeracion proporcionara a la leche fermentada los efectos beneficiosos basados
en las altas concentraciones de probidticos. Por tanto, podemos concluir que la leche
de cabra fermentada desarrollada en el presente estudio posee una larga vida media
y que proporcionara los efectos beneficiosos basados en el starter y en la cepa L.

plantarum C4.

Esto también fue observado anteriormente en otras leches fermentadas
experimentales tanto con leche de cabra (Martin-Diana y col., 2003) como de vaca
(Minervini 'y col.,, 2009) para microorganismos starters (L. bulgaricus y S.
thermophilus) y para otras bacterias probitdticas como L. plantarum 1288. Este ultimo
no mostré disminucion durante el almacén y, en general, los numeros de

estreptococos fueron mas altos que los de lactobacilos (Tamime y col., 1997).
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7.3.Analisis fisico-quimico

Los resultados del analisis fisico-quimico de la leche de partida y de las leches

fermentadas se detallan en las tablas 10 y 11, respectivamente.

Tabla 10. Resultados de los anadlisis fisico-quimicos de la leche (n=10).

Leche cruda Lfeche desnatad'a
ultrafiltrada pasteurizada
pH 7 7
Acidez (g lactico/100 mL) 0,148+0,01 0,186+0,00
Densidad/Quevenne (g/mL) | 1,031+0,00 1,040+0,00
Peroxidasa/Fosfatasa - Negativo
Humedad (%) 86,71+0,20 88,7+0,15
Grasa (%) 5,33+0,30 0,1+0,00
Lactosa (g lactosa/100 mL) 4,80+0,02 4,90+0,04
Proteinas (g/100 g) 3,7410,00 5,98+0,02

Tabla 11. Resultados de los analisis fisico-quimicos de las leches fermentadas
(n=10).
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Leche fermentada Leche fermentada
control experimental

pH 4,3+0,01 4,2+0,01
Acidez (g lactico/100 mL) 1,04+0,00 1,27+0,01
Humedad (%) 87,60,05 87,0+0,04
Grasa (%) 0,1+0,00 0,1+0,00
Lactosa (g lactosa/100 mL) 3,23+0,26 3,26+0,37
Proteinas (g/100 g) 5,85+0,20 5,83+0,20
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La tabla 12 muestra los datos mas recientes de composicién fisico-quimica de leches
y leches fermentadas de cabra, tanto experimentales como comerciales, encontrados

por otros autores.

Tabla 12. Composicidn fisico-quimica de leches y leches fermentadas de cabra.

Leche Leche fermentada
Acidez (g lactico/100 mL) 0,150 - 0,190 0,87 - 1,08
Humedad (%) 85,20 - 89,20 86,65 - 90,12
Grasa (%) 2,00 - 6,63 0-5,25
Lactosa (g lactosa/100 mL) 3,40-5,12 1,88 - 5,58
Proteinas (g/100 g) 2,60 - 4,60 3,32 - 3,47

Fuente: Rivas y col., 2005; Guler-Akin y col., 2007; Raynal-Ljutovac y col., 2008; Sanz y col.,
2009; Costa y col., 2010; Slacanac y col., 2010; Quintana, 2011.

El pH de la leche de partida fue 7, mientras que en las leches fermentadas control y
experimental siempre se obtuvieron valores de 4,2, éste fue el pH elegido como
punto final del proceso de fermentacion, tras observar que se conseguian mejores

caracteristicas texturales que a pH 4,6, como se detalla en el apartado 7.4.

La acidez fue mayor en las leches fermentadas que en la leche, debido a la
fermentacion por los microorganismos, y fue mayor en la experimental que en la
control. Para la leche de vaca, se establece como limite maximo permitido de acidez
un valor 0,20 g lactico/100 mL. Tanto los valores obtenidos en leche como los de

leche fermentada coinciden con los encontrados por otros autores (tabla 12).

El valor de humedad de la leche cruda se situé en el rango encontrado por otros
autores, La leche de partida desnatada y ultrafiltrada también presenté una humedad
dentro de los rangos descritos anteriormente (88,7%). Con respecto a las leches
fermentadas, existen ciertas caracteristicas de calidad como un cuerpo débil, textura
pobre, separacion del suero y variaciones en la consistencia, debido al bajo
contenido en soélidos totales. Para solucionar estos problemas, nuestras leches
fermentadas fueron formuladas usando la ultrafiliracion como método de
concentraciéon de la leche de partida, tras observar sus beneficios, descritos en el

apartado 7.4, y presentaron por tanto una humedad de 87,0-87,6%.

La materia grasa es uno de los componentes mas importantes de la leche, pero a la
vez el mas variable, dependiendo de factores ambientales y del estatus del animal

(Raynal-Ljutovac y col., 2008). La leche de cabra suele tener una mayor cantidad de
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grasa que la de vaca. Segun las tablas de composicién quimica de alimentos
publicadas por Jiménez y col. (2002), CESNID (2004), Mataix-Verda (2009), y
Moreira y col. (2011), la leche de cabra posee entre el 3,9 y 4,5% de materia grasa,
aunque depende mucho de la raza caprina de la que se trate, llegando algunas hasta
un 5,5% (Quintana, 2011). Los valores observados para leche cruda en el presente
estudio coincidieron con los encontrados por otros autores. Tras el desnatado, el
contenido de grasa en la leche y leches fermentadas elaboradas fue de 0,1% y 0%,
respectivamente, consiguiendo asi una mejor digestibilidad del producto final y
disminuyendo los posibles inconvenientes asociados al consumo de alimentos

grasos.

Los valores de lactosa encontrados en la leche fueron de 4,80% y 4,90%, mientras
que en las leches fermentadas control y experimental fueron algo mas bajos (3,23% y
3,26%, respectivamente), coincidiendo con los niveles descritos anteriormente por
otros autores para leche fermentada de cabra. Segun Richardson (2004), si se
compara con la de otras especies animales, el contenido de lactosa es bajo en leche
de cabra (de 1 a 13% menos que la de vaca y hasta 41% menos que la humana), lo
cual esta directamente relacionado con que este tipo de leche presente menos

problemas asociados a la intolerancia de la misma.

El contenido total de proteinas es uno de los principales criterios de calidad que se
aplican a la leche de cabra en el momento de establecer el pago de la misma. En las
tablas de composicién de alimentos, los datos de leche de cabra superan ligeramente
a los de leche de vaca. Segun el cédigo alimentario espafiol, el contenido minimo
debe ser de 3,80%, aunque los valores son variables (Raynal-Ljutovac y col., 2005;
Pirisi y col., 2007, Quintana, 2011). En el presente estudio, el valor observado en la
leche cruda (3,74 g/100 g) coincidioé con los de otros autores (tabla 12). Sin embargo,
tras la ultrafiltracién se consigui6 aumentar el contenido proteico de la leche de
partida hasta 5,98 g/ 100 g. Asi, las leches fermentadas presentaron valores de 5,83-
5,85 g/100 g, superiores a los encontrados en otras investigaciones. Gracias a ello,
se consiguieron mejores caracteristicas texturales y se obtuvo un producto de gran

valor nutricional.
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7.4.Estudio de la textura

La susceptibilidad de presentar sinéresis y la viscosidad son importantes propiedades
a estudiar a la hora de elaborar una leche fermentada. Los productos lacteos
obtenidos por coagulacién y en especial el yogur, presentan un gel de textura pobre
con tendencia a la sinéresis o desuerado. Con la cantidad natural de sélidos de la
leche, el gel formado es extremadamente débil y fragil e impropio para uso comercial.
Para remediar esta situacién, normalmente la industria procede a la adicién de 2-5%
de sodlidos lacteos como leche en polvo antes de la fermentacién. Sin embargo,
durante el almacenamiento, en especial a alta temperatura, el gel presenta sinéresis.
Para impedir este fendmeno y evitar defectos, la leche en polvo se puede reemplazar
total o parcialmente por hidrocoloides u otros estabilizantes con conocido efecto

sobre la textura y control de la sinéresis (Castillo y col., 2012).

Ahora bien, atendiendo al comportamiento proteico, el punto isoeléctrico de la
caseina bovina se situa en torno a pH 4,6, mientras que las proteinas caprinas lo
alcanzan a pH 4,2. Cuando se alcanza este pH, es cuando se produce la coagulacion
de la mayor parte de las caseinas, llevando a la formacion del gel y a una mejora en
la retencion del suero, que se traduce en una menor sinéresis y mejores
caracteristicas reologicas en el producto final. Dado que la materia prima de nuestro
producto es la leche de cabra, para la elaboracion de la leche fermentada nos
planteamos alargar el proceso de fermentacion hasta alcanzar un pH 4,2, en lugar de
4,6 como se dicta en la elaboracion de leches fermentadas de vaca. Es por ello que
se compararon leches fermentadas elaboradas a ambos valores de pH y se estudi6
asi si se consiguié una mejora en la viscosidad y sinéresis del producto final, sin

necesidad de afnadir sustancias estabilizantes.
e Sinéresis

Teniendo en cuenta que durante la fermentacién y elaboracién de leches
fermentadas lo que se obtiene es un gel, la sinéresis seria la expulsién de agua
hacia el exterior con la consiguiente reduccion de volumen. La cantidad de agua
retenida en dicho gel depende de la capacidad de ligar agua de las proteinas,
pues la microestructura del yogur o leche fermentada consiste en una red de
particulas de caseina unidas en racimos y/o cadenas, formando una red con
poros y areas vacias en medio. La fase de agua se retiene en dichas areas
vacias y en los poros, y en el caso de romperse éstos, se produce la sinéresis. La

fuerza de las cadenas entre las particulas, asi como el estado de agregacién e
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interaccion entre las proteinas de leche y los ingredientes funcionales, tienen
relacion con la viscosidad, cremosidad y sinéresis del producto (Villalta y col.,
2001; Rojas-Castro y col., 2007).

En el presente estudio, la menor sinéresis se encontré en la leche fermentada
ultrafiltrada (0%). Esto puede ser debido a que las caseinas, responsables de la
formacion de coagulos, estan mas concentradas. En cuanto a las otras leches
fermentadas, la sinéresis mejoré con la adicion de leche en polvo (5%) y con la
disminucion del pH a 4,2 (2%), debiéndose probablemente a la mayor cantidad de
caseina coagulada, pues el punto isoeléctrico de las proteinas caprinas se
alcanza a dicho pH, lo que llevaria a una mejora en la retencién de suero (tabla
13).

Tabla 13. Porcentaje de sinéresis en las distintas leches fermentadas. LFD: leche

fermentada desnatada.

Sinéresis (% desuerado)
LFD LFD + leche en polvo | LFD ultrafiltrada
Tiempo (dias) | pH4,2 | pH4,6 | pH4,2 pH46 |[pH4,2 | pH4,6
0 0 0 0 0 0 0
6 2 8 0 2 0 0
8 2 10 0 2 0 0
12 2 12 0 2 0 0
14 2 12 2 5 0 0
19 2 14 2 5 0 0
21 2 14 2 5 0 0

e Viscosidad

La viscosidad se puede definir como una medida de la resistencia a la
deformacién del fluido y su desarrollo se explica por la gelificacién y las
interacciones de las proteinas. La gelificacion de las proteinas del suero se
produce en dos etapas. Una primera etapa que abre o disocia las moléculas de
las proteinas, seguida de una etapa de agregacion. Para que esto ocurra
ordenadamente es esencial que la agregacién proceda de una corta etapa de
disociacion; por ejemplo, un calentamiento a pH 6 y 80°C (como el que utilizamos
para pasteurizar la leche de partida) forma puentes idnicos y disulfuro que

determinan la estructura del gel. Dependiendo de cuan cargadas estan las
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proteinas nativas se pueden formar dos tipos de gel; cuando la carga de repulsion
es grande se forman agregados lineales y cuando es pequefia globulares. Asi
vemos que las proteinas del suero tienen un importante papel en la textura de
determinados alimentos y se usan para modificar sus propiedades reoldgicas,
pues gelificacién y viscosidad son consecuencias que dependen de la capacidad
de retencién de las proteinas y de su estado, y son los mayores determinantes de
la textura en muchos alimentos como el queso, yogur y otros productos lacteos
fermentados (Villalta y col., 2001). La ultrafiltracion permitié concentrar los
constituyentes de la leche, entre ellos las proteinas, y aumentar la retencion de
suero. Ademas, se aumentd el extracto seco del producto sin alterar las
proteinas, como ocurre cuando son sometidas a procesos de desecacion para la

obtencion de leche en polvo.

Atendiendo al comportamiento de nuestras leches fermentadas como fluidos
tixotrépicos y comparandolo con la curva de una leche fermentada comercial, se
concluyd que las leches fermentadas experimentales con mejor comportamiento
reologico y, por tanto, mejor textura, fueron las elaboradas alargando el proceso
de fermentacién hasta pH 4,2 y especialmente las que contenian leche en polvo
(LFD + leche en polvo. pH 4,2) y la leche fermentada experimental (LFD UF + L.
plantarum C4. pH 4,2) (figura 13). Esto puede deberse a que el punto isoeléctrico
de las proteinas caprinas se alcanza a pH 4,2, ademas éstas se encuentran mas
concentradas en la leche ultrafiltrada, consiguiéndose a este pH la formacién de

un gel cremoso y con ello una mejora en la viscosidad y textura del producto.

En base a estos resultados, se eligié la ultrafiltracion, pues ademas de obtener una
mayor concentracion de proteinas y mayor calidad en el producto final, éste mostré
mejores propiedades reoldgicas y menos susceptibilidad a sinéresis, comparado con
las leches fermentadas fortificadas con leche en polvo, traduciéndose todo ello en
una mejor textura. La adicion de L. plantarum C4 no influyé negativamente en las

propiedades texturales.
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Figura 13. Comportamiento reolégico de las distintas leches fermentadas. LFD: leche

fermentada desnatada. UF: ultrafiltrada.
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Los productos de leche caprina estan considerados como los lacteos con mayor
potencial de marketing y, por tanto, las caracteristicas de dicha leche son
actualmente el foco de interés en investigacion (Casalta y col.,, 2005).
Desafortunadamente, existen muchas dificultades tecnoldgicas asociadas con la
produccion de leches fermentadas de cabra con buenas caracteristicas sensoriales y
la consistencia de estos productos se considera como uno de los puntos criticos
(Farnsworth y col., 2006). Se estan llevando a cabo diversos experimentos para

mejorar la calidad sensorial.

En muchos de ellos, el contenido en sélidos no grasos de la leche se aumenta
mediante distintos procedimientos como concentracion de la leche con membranas,
adicion de estabilizadores como pectinas e inulina, y empleo de bacterias acido-
lacticas productoras de exopolisacaridos, con el fin de mejorar la textura de la leche
fermentada de cabra, tanto entera como desnatada (Hess y col., 1997; Duboc y col.,
2001; Martin-Diana y col., 2003; Stack y col., 2010). Diversos estudios demuestran
que los exopolisacaridos producidos por las bacterias acido-lacticas pueden contribuir
a mejorar las caracteristicas reoldgicas y la textura de la leche fermentada,
disminuyendo la sinéresis y mejorando la viscosidad (Ismail y col., 2010; Stack y col.,
2010).
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Se han hecho estudios adicionando leche desnatada en polvo y concentrado de
proteinas de suero de leche para incrementar los soélidos totales antes de la
fermentacion, concluyendo que la adicion de concentrado de proteinas a la leche de
cabra mejoré la textura del yogur final, dando un producto similar a los yogures de
vaca comerciales, y algunos parametros como firmeza, dureza y adhesividad se
aumentaron y se mantuvieron durante toda la vida util del producto (Remeuf y col.,
2003; Herrero y col., 2006; Tratnik y col., 2006).

En otros casos, se consiguieron mejores propiedades texturales en el producto final
enriqueciendo la leche de partida con vitaminas y minerales (Cueva y col., 2008),
fibra (Staffolo y col., 2004), etc. De igual manera, Peng y col., (2009) sugirieron que la
fortificacion con diferentes tipos de proteina de leche tiene un efecto significativo en

las propiedades reoldgicas del yogur.

Los ultimos avances muestran que la concentracion de la leche de partida con
métodos como la ultrafiltracion aporta notables ventajas a las propiedades
organolépticas de las leches fermentadas, frente a la adicion de leche en polvo.
Dichos resultados han sido observados también en el presente trabajo, pues el
fermentado lacteo elaborado con leche ultrafiltrada mostré menor sinéresis y mejor
viscosidad, en comparacion con el mismo producto elaborado con adicion de leche
en polvo. Ademas, diversos autores han observado que la adicién de leche en polvo
causa un deterioro del olor y del sabor. Otros autores han concluido que las
concentraciones de grasa y de proteina en leche de cabra se incrementan
proporcionalmente con el ratio de concentracién durante el proceso de ultrafiltracion
(Mehaia y col., 1998).

La firmeza del gel depende tanto de los sélidos totales como del contenido y tipo de
proteinas (Oliveira y col., 2001). Esto demuestra la alta influencia causada por las
diferencias en la caseina y en la estructura de las micelas (Vegarud y col., 1999) y la
necesidad de seguir profundizando en el estudio de la relacion entre la composicién y

la estructura con las caracteristicas texturales del producto final.

Todos estos experimentos consiguen mejores caracteristicas reologicas y sensoriales
en productos fermentados de leche de cabra, sin embargo, éstos no han sido

incorporados aun en el sector industrial (Slacanac y col., 2010).
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8. CONCLUSIONES
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1. El proceso de elaboracion de una leche de cabra fermentada desnatada con
adiciéon simultdnea de los cultivos propios del yogur y de Lactobacillus
plantarum C4 como probidtico, requiere una T2 de incubacién de 37°C vy

alcanzar un pH final de 4,2.

2. No se observan interacciones negativas entre los microorganismos propios
del yogur y Lactobacillus plantarum C4 durante el proceso de fermentacion, y
éste se mantuvo a concentraciones Optimas para ejercer su efecto probiotico

(10° ufc/mL) tras cuatro semanas desde la elaboracién del producto.

3. La ultrafiltracién de la leche de partida como método de concentracion del
extracto seco magro, supone un incremento del contenido proteico de hasta
2,5 g/100 g, respecto a las leches de cabra fermentadas comerciales.
Ademas, minimiza la sinéresis del coagulo y aporta mejores caracteristicas de

viscosidad y consistencia del producto.

Conclusions

1. The manufacture of a fermented goat’'s skimmed milk with the yoghurt starter
strains and Lactobacillus plantarum C4 as a probiotic, requires an incubation

temperature of 37°C and a final pH of 4.2.

2. The microorganisms of the yoghurt and Lactobacillus plantarum C4 showed no
negative interactions during the fermentation process, and this strain exhibited
optimal concentrations to exert its probiotic effects (10° cfu/mL) four weeks

after the elaboration of the product.

3. Milk ultrafiltration as a concentration method of the dry extract, leads to an
increase of 2.5 g/100 g of protein, compared to commercial fermented goat’s
milks. In addition, it decreases the coagulum synaeresis and provides better

viscosity and consistency properties.
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1.1.Concepto de biodisponibilidad de un nutriente

El concepto de biodisponibilidad de un nutriente, también llamada disponibilidad
biolégica, se ha ido modificando con el tiempo. En 1987 se definié como “la fraccién de
nutriente que se digiere, absorbe y metaboliza por las vias normales” (Fairweather-Tait,
1987). Dos afos mas tarde, se propuso definir el término biodisponibilidad como “el
porcentaje de nutriente capaz de ser absorbido y disponible para ser almacenado” o
simplemente “el porcentaje de nutriente que puede ser utilizado por el organismo”
(Bender, 1989). Schlemmer (1995) la defini6 como “la efectividad por la cual los
nutrientes, en una forma quimica determinada, son liberados de los alimentos en
presencia de ciertos componentes dietéticos”. En general, se emplea el término
biodisponibilidad para describir la absorcidn y utilizacion de un nutriente por las células
del organismo, entendiendo que la utilizacion real comprende los procesos de
transporte, asimilacion celular y transformacion en la forma biolégicamente activa
(O’Dell, 1984).

La cantidad total de un nutriente en un alimento no refleja la cantidad que se encuentra
disponible para ser absorbida y utilizada por el organismo, sélo una cierta cantidad se
encuentra biodisponible, y en el caso de los minerales ésta oscila entre un 1% y un
90%, mientras que aquella fracciéon de nutriente no utilizada es eliminada. Por tanto,
para estimar la eficacia del aporte de un elemento traza a través de la ingesta dietaria,
no basta con determinar el contenido total, sino que es preciso conocer la cantidad
absorbida y utilizada, o sea su biodisponibilidad. La biodisponibilidad mineral ha ganado
un creciente interés en el campo de la nutricién (Frontela-Saseta, 2007; Cabrera-Vique y
col., 2011b; Bergillos-Meca y col., 2013).

La bioaccesibilidad es un término relacionado, que se definié como “la fraccién soluble
de un nutriente que esta presente en el lumen intestinal y disponible para su absorcién”
(Perales y col., 2007). Este término representa el porcentaje de nutriente transformado
en forma absorbible en el tracto digestivo (Ortega y col., 2009; Bergillos-Meca y col.,
2013).

Los estudios de biodisponibilidad proporcionan datos utiles para ayudar a prevenir
insuficiencias nutricionales de elementos esenciales, estableciendo de una forma mas
precisa las recomendaciones nutricionales y valorando los efectos de la suplementacion
y enriquecimiento de ciertos nutrientes en determinados alimentos. Se contribuye asi a
completar las tablas de composicién de alimentos, en las que la informacién de nuevos
alimentos funcionales es aun escasa. Ademas, se consigue una mejor evaluacion de los

elementos toxicos, fijando asi los contenidos maximos en alimentos (Hurrell y col., 1989;
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Turpin y col., 2011; Bergillos-Meca y col., 2013). La figura 14 muestra las posibles

aplicaciones de los estudios de biodisponibilidad en el caso de minerales.

Biodisponibilidad

Elementos esenciales Elementos toxicos
: = < N ™
Establecer Valorar efectos de Evaluacion dela Fijacion de valores
recomendaciones suplementacion y adecuacion dela permisibles en
nutricionales enriquecimiento ingesta alimentos
N L

Figura 14. Posibles aplicaciones de la evaluacion de la biodisponibilidad de minerales

en alimentos o dietas.

1.2.Factores que influyen en la biodisponibilidad de minerales

La biodisponibilidad mineral se ve afectada tanto por la condicion fisioldégica de la

persona como por factores dietéticos (Frontela-Saseta, 2007).
e Factores fisioldgicos o intrinsecos

- Especie animal.

- Edad y sexo.

- Caracteristicas genéticas y errores metabdlicos.

- Estado nutricional.

- Necesidades anabdlicas (crecimiento, embarazo, lactacion).
- Estados patolégicos.

- Microbiota intestinal.

- pH de los jugos gastrico e intestinal.

- Estado redox en el lumen intestinal.

- Secrecion intestinal.

- Motilidad intestinal.

- Efectos endocrinos.

- Capacidad del organismo para adaptarse a variaciones en el aporte de

nutrientes.
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- Mecanismos homeostaticos a corto plazo (mediados a través de las células
de la mucosa intestinal).

- Infecciones y estrés.

eFactores dietéticos o extrinsecos

- Aporte total del elemento en la dieta.

- Forma quimica del elemento (formas ionizadas, estados de oxidacion,
complejos mas o menos estables, etc.).

- Propiedades fisicas: solubilidad, capacidad de adsorcién sobre componentes
inertes del alimento, tamafio de particula.

- Propiedades quimicas: reacciones con otros componentes del alimento,
formacion de compuestos poco solubles y complejos, reacciones redox, etc.

- Propiedades bioquimicas, sobre todo la capacidad de competir con otros
elementos por puntos activos del organismo.

- Presencia de potenciadores de la absorcion: ascorbato, acidos organicos,
azucares, aminoacidos, péptidos, acidos grasos, etc.

- Presencia de inhibidores de la absorcion: fosfatos, fitatos, polifenoles,
oxalato, carbonato, etc. También inhibidores competitivos para la union con

una proteina transportadora o con los sitios de absorcion.

Diversos autores han concluido que algunos minerales, presentes en la dieta,
interaccionan con nutrientes que influyen en su absorcién, como pueden ser otros
minerales, fitato, acido ascérbico, proteinas, acidos grasos libres, etc. (Camara y col.,
2005; Velasco-Reynold y col., 2010). El grado en que se producen estas interacciones
depende, en parte, de la temperatura y de los procedimientos aplicados en el procesado
y conservacion de los alimentos. Por ejemplo, estudios recientes demuestran que dietas
ricas en compuestos quimicos derivados de la reaccion de Maillard reducen la

biodisponibilidad de minerales (Mesias y col., 2009).

En cualquier caso, no siempre se pueden separar los factores extrinsecos de los
intrinsecos, ya que existe una estrecha relacion entre la dieta y la respuesta fisiologica
del organismo (Martinez y col., 1996). Los factores mas importantes que influyen en la

biodisponibilidad de minerales se resumen en la figura 15.
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Forma
quimica
Presenciade
agentes Actividadredox
quelantes * de otros

componentes

ALIMENTO

Biodisponibilidad
minerales

Interacciones
mineral - mineral

Aporte total
del elemento

Figura 15. Factores que influyen en la biodisponibilidad de minerales.

En el caso del calcio (Ca), se ha observado que la caseina, algunos aminoacidos, la
vitamina D, los fructooligosacaridos, la lactosa y algunas situaciones como embarazo o
pérdidas 6seas de este mineral promueven su absorcion (Jensen y col., 2001; Erba y
col., 2002; Bass y col.,, 2006), mientras que los alimentos ricos en fitatos, oxalatos,
taninos y compuestos con actividad quelante, asi como las restricciones energéticas

pueden disminuirla (Cifuentes y col., 2002; Mesias, 2007).

Haag y col. (2003) concluyeron que una relacion acidos grasos insaturados/saturados
elevada en la dieta parece tener efectos beneficiosos sobre la absorcion de este
mineral. Existe también una relacién entre la absorcion del Ca y del P, que deben estar

en una proporcion entre 1:1,2y 1:1,4.

El Ca, a su vez, puede modificar la absorcién intestinal de otros minerales como Fe y
Zn.

Campos y col. (2003) observaron in vivo que la leche de cabra facilité la absorcion y
utilizacion de Ca en comparacion con la leche de vaca, concluyendo que la procedencia

del mineral es un factor clave para su absorcion.

Diversos autores han descrito un incremento en la biodisponibilidad de Ca causado por
microorganismos probidticos (Pérez-Conesa y col., 2006; Kruger y col., 2009; Rekha y
col., 2010). Dicho incremento puede diferir dependiendo de la cepa utilizada. Bergillos-

Meca y col. (2013) observaron in vitro que, aunque el contenido de Ca era menor en
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leche fermentada con Lactobacillus fermentum D3, la biodisponibilidad fue mayor, en

comparacion con leches fermentadas con otros probiéticos.

Con respecto al magnesio (Mg), también se ha estudiado el efecto de distintos factores
sobre su biodisponibilidad. Por ejemplo, los vegetales crudos son una buena fuente de
Mg bioaccesible. Recientemente, se ha mostrado que la biodiponibilidad in vitro de este
mineral esta relacionada con su contenido total en la dieta y los niveles de Ca, Zny Cr
pueden incrementar su absorcién (Velasco-Reynold y col., 2010). Vitali y col. (2008)
concluyeron que los fitatos y los polifenoles limitan la solubilidad del Mg y disminuyen su

bioaccesibilidad.

También se ha observado que algunos probidticos pueden aumentar su
biodisponibilidad, debido probablemente a que el efecto fermentativo del
microorganismo podria incrementar los niveles de sustancias quelantes que son
capaces de mantener estos minerales en forma soluble (Bergillos-Meca y col., 2013).
Moreno y col. (1995) encontraron una mayor biodisponibilidad de Mg en productos
fermentados de leche de cabra, que en los de leche de vaca. Lépez-Aliaga y col. (2003)

indican que la leche de cabra presenta una mejor utilizacion nutricional de Mg en ratas.

La absorcion del fdsforo (P) esta también influenciada por diversos factores. Campos y
col. (2003) demostraron que la leche de cabra facilita la absorcién de este mineral en
ratas sanas y en ratas con reseccion intestinal, mientras que ni la leche de vaca ni una
dieta sin leche consiguieron ese efecto. Bergillos-Meca y col. (2013) observaron una
mayor biodisponibilidad in vitro de P en leches fermentadas con L. fermentum D3, frente

a otros microorganismos probidticos.

Pérez-Llamas y col. (2001) encontraron una mayor fraccion dializada de P en férmulas
infantiles a base de proteina de leche de vaca, que en otras a base de soja. Estos
autores observaron que la biodisponibilidad in vitro de P también aumenté en férmulas
infantiles con proteinas hidrolizadas, frente a férmulas convencionales de leche de vaca

(Pérez-Llamas y col., 2003).

En el caso del zinc (Zn), se ha demostrado que el tratamiento térmico de la caseina en
presencia de glucosa-fructosa, asi como el fitato tienen una influencia negativa sobre su

biodisponibilidad (Seiquer y col., 2000; Lonnerdal y col., 2002).

Diversos autores han mostrado un mejor uso nutricional de Zn proveniente de leche de
cabra y sus derivados, frente a la de vaca; Bergillos-Meca y col. (2013) observaron una

mayor biodisponibilidad in vitro en leches de cabra fermentadas y Alférez y col. (2003)
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encontraron mayor biodisponibilidad in vivo tras la inclusion en la dieta de leche de
cabra frente al consumo de leche de vaca. Diaz-Castro y col. (2009) estudiaron el efecto
de leches de cabra y vaca enriquecidas en Ca sobre la utilizacion y depésito en érganos
diana de Zn en ratas con anemia, llegando a la misma conclusion, una mayor
biodisponibilidad del mineral cuando la leche era caprina. Esto podria ser debido a que
la leche de cabra tiene mayor cantidad de vitamina D y C, cisteina y acidos grasos de
cadena media, que podrian facilitar el transporte, absorcién y metabolismo del Zn. La
absorcion de este mineral también puede ser incrementada gracias a distintos

microorganismos probioticos (Chian y col., 2012; Bergillos-Meca y col., 2013).

La absorcion del hierro (Fe) hemo y no hemo se realiza por mecanismos distintos,
viéndose afectados por diversos factores potenciadores o inhibidores. En general,
aunque la proporcién del Fe hemo en la dieta es menor, su absorcion es mayor, debido
a su estructura porfirinica. En individuos deficientes en Fe o que consumen dietas con
gran cantidad de potenciadores de la absorcion, la biodisponibilidad de la forma no

hemo puede alcanzar valores mayores (Mesias, 2007).

La proporcion del Fe en la dieta juega un importante papel en la absorcion del mismo en
el organismo. El acido ascérbico es el mayor potenciador de su absorcién, pero también
lo hacen la vitamina A y el B-caroteno, las proteinas animales y otros factores como la
procedencia del mineral o la deficiencia de Fe (Baech y col., 2003; Tetens y col., 2005;
Alférez y col., 2006). Por otro lado, se ha observado que los fitatos, los polifenoles, la
fibra dietética y las fosfoproteinas llevan a una disminucion de la absorcién de este
mineral (Mesias, 2007; Vitali y col., 2007). También se han visto interacciones con otros
minerales, como el Ca y el Zn, dependiendo los efectos inhibitorios de las dosis (Mesias,
2007).

Con respecto al cobre (Cu), se ha demostrado que la fibra de la dieta esta normalmente
asociada con una disminucion en su biodisponibilidad, aunque este efecto negativo no
es tan severo como con otros cationes divalentes como Ca y Zn. Por otro lado, las
proteinas actuan como potenciadores de la absorcion de Cu, aunque la naturaleza de la
fuente proteica o los cambios en el tamano y estructura de las proteinas que ocurren
durante el procesado de los alimentos podrian afectar a la asimilacion del mismo (Vitali
y col., 2010).
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Para el cromo (Cr), la naturaleza del anion que forma las sales de Cr y el estado
nutricional del individuo son factores que determinan la eficiencia de su absorcion en el
tracto gastrointestinal. La biodisponibilidad de este mineral puede depender también de
interacciones con otros componentes de la dieta, incluyendo otros minerales, y se han
observado interdependencias tanto competitivas como cooperativas. Ademas, el
contenido de Cr en la dieta puede influir en su absorcién, pues se ha observado que en
dietas con bajos niveles, la fraccion dializable es mayor que cuando la dieta contiene
niveles intermedios. Para niveles altos, se vio un incremento en la fraccion dializable

(Garcia y col., 2001; Cabrera-Vique y col., 2011a).

Con respecto al manganeso (Mn), se ha observado que los fitatos y los polifenoles
limitan su solubilidad (Vitali y col., 2008). Cabrera-Vique y col. (2009) no observaron
correlaciones entre la fraccion dializada y el contenido total en la dieta. Velasco-Reynold
y col. (2008a) comprobaron que la absorcion del Mn podia oscilar entre 1y 16%, y que
estd afectada por diferentes factores como su concentracién y forma quimica,
procedencia, estado de oxidacion, contenido del lumen intestinal, etc. Estos autores
indicaron también que alimentos ricos en proteinas y carbohidratos podrian ser fuente

de Mn bioaccesible en la dieta.

La absorcion del aluminio (Al) puede verse afectada por compuestos presentes en la
dieta, como pueden ser acido citrico, fosfato o fluoruro (Cabrera-Vique y col., 2013a). Se
ha descrito que la fraccion soluble podria ir desde 0,001% hasta 24% en humanos y que
la absorcion de éste es dificil de estimar. Ademas, se pueden producir reacciones de

competicion entre Al y otros iones como Ca, Mg o Fe (Lopez y col., 2002).

Poco es sabido sobre las formas quimicas del niguel (Ni) y su biodisponibilidad en la
dieta (Cempel y col., 2006). Recientemente, se ha observado una correlacion entre el
contenido de Ni y la fraccién dializada. La absorcion de este micronutriente puede estar
influenciada por la acidez en el intestino y la presencia de compuestos que se pueden

unir a él y hacerlo menos disponible para ser absorbido (Cabrera-Vique y col., 2011b).

En cuanto al selenio (Se), diversos autores han demostrado in vivo que la inclusion de

leche de cabra en la dieta tiene un importante efecto beneficioso sobre su
biodisponibilidad (Alférez y col., 2003; Barrionuevo y col., 2003). El contenido total en el
alimento influye de forma positiva en su bioaccesibilidad; Wang y col. (2013b)

observaron un aumento de ésta tras enriquecer los granos de arroz con Se.
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1.3.Métodos de evaluacion de la biodisponibilidad mineral

Los métodos utilizados para la determinacion de la biodisponibilidad mineral se dividen

en tres grandes grupos: métodos in vivo, métodos de digestion in vitro y métodos in vitro

con cultivos celulares.

e Métodos in vivo

Ensayos en humanos

110

Balance quimico. Este método es uno de los mas utilizados. Consiste en evaluar
la diferencia entre la cantidad ingerida y excretada durante un cierto periodo de
tiempo. Como ventajas, sefialar la no exposicion de los sujetos a compuestos
peligrosos y su facil realizacion. El principal inconveniente radica en diferenciar
en la muestra de heces el elemento no absorbido de origen dietético de la

excrecion endégena (Van Campen y col., 1999).

Rodriguez-Mateos y col. (2013) realizaron una intervencion con el objetivo de
estudiar la absorcion y metabolismo de polifenoles a distintos tiempos tras el
consumo de una bebida de arandanos; observaron mayores concentraciones de
acidos fendlicos en plasma tras 1, 2 y 6 horas tras la administracién, que
coincidieron con notables mejoras en la funcién vascular, en comparacién con
una bebida control. Mesias (2007) empled el balance quimico para estudiar la
influencia del consumo de productos de la reaccién de Maillard en la absorcion y

metabolismo de Ca y Fe en adolescentes.

Is6topos radioactivos. Su uso comenzoé en 1935 y los primeros estudios fueron
efectuados con "*C. La principal ventaja es que, al suministrar dos is6topos
radioactivos del mismo elemento, uno via oral y otro via parenteral, el destino
metabdlico de los nutrientes en una dieta o alimento, puede ser distinguido de
los minerales aportados por otras fuentes, determinandose asi la excrecion
endogena. Los primeros marcadores isotdpicos para el estudio de minerales
fueron radiois6topos, empleandose en estudios metabdlicos humanos sobre Fe,
Cu, Ca, Mg y Zn. También tiene inconvenientes, entre ellos, el riesgo de
exposicion en humanos, especialmente en ciertos grupos de poblacion como

ninos y mujeres embarazadas (Lopez, 1998; Liu y col., 2007).

Este método ha sido empleado por Hollriegl y col. (2004) para investigar la
cinética del estroncio (Sr) en humanos, y la influencia que puede tener la

administraciéon conjunta de alginato sobre su absorcion. Describieron que los
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alginatos pueden ser un potente factor nutricional para reducir la absorcion del
Sr, representando un método simple de proteccién frente a alimentos
contaminados por vertidos accidentales. Lin y col. (2013) evaluaron la absorcion,
metabolismo y excrecion de un farmaco en adultos utilizando el isétopo

radioactivo "C.

Isétopos estables. Estos son adicionados a los alimentos o dieta y la absorcién
es normalmente determinada mediante monitorizacién en las heces. Su principal
ventaja es que no presentan ningun riesgo para la salud. Pueden emplearse
diversos isotopos del mismo compuesto, y varios compuestos pueden ser
estudiados de forma conjunta (Lépez, 1998). El uso de isétopos estables para
estudios de biodisponibilidad ha crecido en los ultimos afios, incrementandose su
aplicacion en estudios bromatolégicos y nutricionales. Sin embargo, presentan
ciertos inconvenientes como su elevado precio, dificultad del marcaje, reducida
disponibilidad y analisis laboriosos. A todo ello se debe afiadir un problema
basico, y es que la cantidad de is6topo que debe afadirse para un analisis
exacto es a menudo, demasiado elevada para considerarlo un marcador y puede
perturbar el sistema (Barbera y Farré, 1992; Lopez, 1998; Liu y col., 2007;
Uchida y col., 2013).

Wang y col. (2013) estudiaron la biodisponibilidad de Ca en un suplemento,
utilizando un isétopo estable via oral y otro via intravenosa. También se utilizaron
isdtopos estables para evaluar la influencia de la fitasa sobre la biodisponibilidad
de Fe y Zn, concluyendo que ésta aumentaba la absorcion de minerales
(Troesch y col., 2013).

Rosado y col. (2005) estudiaron la influencia que la adicién de leche y yogur a
una dieta basada en verduras puede tener sobre la biodisponibilidad de Zn y Fe
en mujeres, marcando éstos con isétopos estables. Concluyeron que tanto la
leche como el yogur incrementaron la biodisponibilidad de Zn, aunque la del Fe

no se vio6 afectada.

El Sr estable se propuso como una técnica de determinacion para la absorcion
de Ca en adultos. Se administré un isétopo radioactivo de Ca y uno estable de Sr
y se relacionaron la absorcion y cinética de ambos, sugiriendo que los ensayos
con Sr se podrian convertir en un método de eleccion para estudiar la absorcion

de Ca en la poblacion (Jovanovic y col., 1994).

111



Capitulo 1l

Schwab y col. (2013) han desarrollado una técnica para caracterizar la
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion, que combina la administracién
oral de un farmaco marcado con un is6topo radioactivo, y la administracion

intravenosa del mismo marcado con un is6topo estable.

Aunque el modo ideal de estudiar la biodisponibilidad mineral de los alimentos
seria emplear modelos in vivo, su aplicacion se hace realmente dificil, pues
supone el desarrollo de ensayos clinicos caros, laboriosos y dificiles de llevar a

cabo con precision.

Ensayos con animales de experimentacion

El uso de modelos animales para predecir la biodisponibilidad representa una
alternativa adecuada y han sido ampliamente utilizados en el campo de la nutricidn.
El principal problema de este tipo de ensayos, ademas del sufrimiento del animal, es
gue no constituye siempre un modelo 6ptimo de la absorcion intestinal en humanos

(Perales y col., 2006; Frontela-Saseta, 2007; Lopez-Aliaga y col., 2009).

Diversos autores han estudiado los efectos beneficiosos de la leche de cabra sobre
la biodisponibilidad de minerales en ratas (Alférez y col., 2003; Barrionuevo y col.,
2003; McKinnon y col., 2010) asi como también en lechones de 3 semanas de edad
(Rutherfurd y col., 2006). Diaz-Castro y col. (2009) evaluaron los efectos de leche de

vaca y cabra suplementadas con Ca sobre el estado de Zn en ratas con anemia.

Se estudié el efecto de ciertos microorganismos probiéticos sobre la absorcién
mineral en ratas ovariectomizadas (Kruger y col., 2008). Roncero-Ramos y col.
(2012, 2013) investigaron los efectos de los productos de la reaccion de Maillard

sobre la biodisponibilidad y metabolismo de distintos minerales.

e Métodos de digestién in vitro

La absorcion intestinal es un proceso complejo, influenciado por diversos factores.
La permeabilidad, que es la velocidad a la que una molécula es transportada a
través de una membrana, es el resultado de la participacion de mecanismos
transportadores (activos y/o pasivos), el balance entre rutas bidireccionales y el
metabolismo celular. Un modelo valido para predecir la absorcion intestinal deberia

ser capaz de reproducir todos estos procesos (Turco y col., 2011).

Como alternativa a los estudios in vivo, se han propuesto modelos in vitro para

calcular el porcentaje de nutriente que es transformado en la forma absorbible en el
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tracto digestivo (bioaccesibilidad) (Lopez y col., 2002; Cabrera-Vique y col., 2011a).
Estos métodos son mas rapidos, sencillos, normalmente econdmicos, permiten
controlar facilmente las variables experimentales y se obtiene una mejor

reproducibilidad que en los estudios in vivo.

Se basan generalmente en simular las digestiones gastrica e intestinal bajo unas
condiciones de ensayo estandarizadas como pH, adiciéon de enzimas y temperatura.
Tras el proceso de digestion, se puede estimar la fraccion de elemento soluble o
dializable, que tedricamente es captada por las células de la mucosa intestinal
(Frontela-Saseta, 2007; Velasco-Reynold y col., 2010; Bergillos-Meca y col., 2013).
La estimacion in vitro de la biodisponibilidad mineral implica una digestion
gastrointestinal simulada del alimento con pepsina a pH 2 y pancreatina-sales
biliares a pH neutro, y posterior medida de la fraccién del elemento soluble o bien
que dializa a través de una membrana semipermeable, con un determinado tamafo
de poro (Jovani y col., 2001; Cabrera-Vique y col., 2011b). Por tanto, los métodos in
vitro se pueden utilizar para determinar la fraccidon soluble (o bioaccesible) y la

fraccion dializable.

Estimacioén de la fraccidn soluble o bioaccesible

Partiendo de la premisa de que un mineral para ser absorbido debe estar en forma
soluble, tras simular la digestién gastrointestinal, se determina la cantidad de
elemento soluble presente en el sobrenadante obtenido por centrifugacion del

digerido (Perales y col., 2007; Seiquer y col., 2010).

Estos métodos estan siendo ampliamente empleados. Por ejemplo, Camara y col.
(2005) estimaron la bioaccesibilidad de Ca, Fe, Zn y Cu en menus de colegio y
Perales y col. (2006) la fraccién bioaccesible de Zn en alimentos infantiles. Estos
mismos autores, estimaron también la biodisponibilidad in vitro de Fe en férmulas a
base de leche y en zumos de frutas con leche y cereales (Perales y col., 2007).
Garcia-Nebot y col. (2010) evaluaron el efecto de la adicion de leche o de

fosfopéptidos de caseina sobre la biodisponibilidad de Fe.

Seiquer y col. (2000) investigaron la influencia del tratamiento térmico de la caseina
en presencia de azucares reductores en la solubilidad del Zn. Mas tarde, estudiaron
los efectos del calentamiento de la leche sobre la biodisponibilidad de Ca (Seiquer y
col., 2010). Frontela-Saseta (2007) estudio el efecto de la adicion de fitasa sobre la

biodisponibilidad mineral in vitro en papillas infantiles.
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Estimacion de la fraccion dializable

114

Estos métodos también se basan en la simulacion de la digestion gastrointestinal,
pero incorporan una membrana de dialisis durante el proceso para simular una
difusién pasiva a través de la mucosa intestinal. Los resultados se expresan como

fraccién dializada (Lépez y col., 2002; Bergillos-Meca y col., 2013).

Diversos autores han empleado este método; Jovani y col. (2003) determinaron la
fraccién dializable de Fe en férmulas infantiles a base de leche y a base de soja. De
igual forma, la biodisponibilidad mineral in vitro en productos lacteos fue estimada

por Cabrera-Vique y col. (1996) y Pérez y col. (2002).

Pérez-Llamas y col. (2001, 2003) evaluaron la influencia de proteinas e hidrolizados
proteicos sobre la dializabilidad de aminoacidos y minerales en férmulas infantiles.
Velasco-Reynold y col. (2008a, 2008b, 2009, 2010) determinaron la bioaccesibilidad
de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cr en menus servidos en un hospital, teniendo en cuenta la

influencia ejercida por otros nutrientes.

También se ha estimado la biodisponibilidad in vitro de Mn, Cr, Al, Ni en comidas
rapidas y alimentos de conveniencia (Lopez y col., 2002; Cabrera-Vique y col., 2009,
2011a, 2011b) y en dietas duplicadas del sureste de Espana (Cabrera-Vique y col.,
2013b). Bergillos-Meca y col. (2013) determinaron la biodisponibilidad in vitro de Ca,
Mg, P y Zn en leches fermentadas, estudiando el efecto que puede tener sobre ella

el origen de la leche y la adicion de microorganismos probidticos.

Aunque estos métodos sélo estiman la fraccion soluble/dializable del elemento
disponible para la absorcion y, por tanto, sélo el primer paso del proceso, diferentes
investigadores han concluido que los resultados obtenidos podrian proporcionar una
estimacion de la biodisponibilidad in vivo. Los resultados de estos modelos deben
tomarse como indices relativos de la biodisponibilidad y proporcionan datos que
permiten establecer tendencias y comparaciones, y determinar la influencia de

diferentes factores (Azenha y col., 2000; Velasco-Reynold y col., 2010).

e Métodos in vitro con cultivos celulares

Estas técnicas utilizan cultivos celulares que se diferencian en monocapas de
enterocitos con microvellosidades y actuan de forma similar a las células del epitelio
intestinal, ofreciendo unas condiciones fisioldgicas donde los mecanismos de
absorcion a nivel celular pueden ser estudiados (Laitinen, 2006; Perales y col.,

2006). También son adecuados como métodos de “screening”, ya que requieren
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poca cantidad de muestra y son menos laboriosos que los experimentos con

animales.

Se utilizan diferentes lineas celulares; la “Madin Darby canine kidney” (MDCK) es
una de las mas comunes para estudiar la regulacion del crecimiento y metabolismo
celular. Las células “Chinese hamster ovary” (CHO) se usan desde hace décadas en
estudios de transporte de farmacos y sirven principalmente para caracterizar
transportadores de membrana como el transportador de péptidos hPepT1. La linea
celular de intestino de rata 2/4/A1 se utiliza en estudios de transporte de farmacos,
pero la regulacion de la expresién génica en roedores es probablemente diferente a
la humana. Las células HT29, procedentes de carcinoma de colon, expresan una
diferenciacion enterocitica y han sido usadas en estudios de absorcion solas o en

combinacion con células Caco-2 (Laitinen, 2006; Laparra y col., 2009).

Para estudios de absorcidn intestinal de nutrientes, la linea celular Caco-2 es una de
las mas utilizadas (Viadel y col., 2006; Perales y col., 2007; Seiquer y col., 2010;
Algahtani y col., 2013). Se obtuvo a partir de un adenocarcinoma de colon bien
diferenciado obtenido de un paciente de 72 afios de edad (Fogh y col., 1977),
alcanza confluencia en 3-6 dias, llega a la fase de crecimiento estacionario tras 10

dias de cultivo y la diferenciacién se completa en 20 dias (Braun y col., 2000).

Esta linea celular ha sido usada como modelo de permeabilidad intestinal para
muchas sustancias, pues se diferencia espontaneamente en células polarizadas,
con borde en cepillo y microvellosidades, mostrando muchas de las propiedades
fisiologicas y funcionales del enterocito maduro (figura 16). Cuando se cultivan en
membranas semipermeables, forman una monocapa celular continua con uniones
estrechas, simulando la barrera intestinal (Turco y col., 2011). Ademas, poseen
propiedades de permeabilidad y resistencia similares a las células del colon humano,
y expresan muchas enzimas y transportadores presentes en el intestino delgado
(Laitinen, 2006).

La literatura reciente indica la existencia de una fuerte correlacién entre los
resultados obtenidos con la linea celular Caco-2 y los estudios de absorcion en
humanos, lo que apoya el uso de este modelo para mejorar la evaluacion de la
biodisponibilidad mineral que se realizaba tradicionalmente sélo con métodos de
digestion in vitro. El sistema resultante permite simular y estimar la captacion y

transporte de los elementos minerales.

115



Capitulo 1l

Glandulas duodenales -
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Figura 16. Estructura del intestino humano y del enterocito maduro.

Esta combinacion se esta empleando cada vez mas para estimar la biodisponibilidad
de minerales en alimentos y dietas (Laitinen, 2006; Vitali y col., 2010; Tako y col.,
2013). Por ejemplo, el efecto de los productos de la reaccion de Maillard sobre la
biodisponibilidad de Ca y Mg ha sido estudiado por Delgado-Andrade y col. (2005),
Mesias (2007) y Mesias y col. (2009). Cilla y col. (2008) estimaron la
biodisponibilidad de Fe en bebidas de frutas. La retencion y transporte a través de
células Caco-2 de Ca, Fe y Zn en legumbres, y el efecto de la coccion, fueron

estudiadas por Viadel y col. (2006).

La influencia del tratamiento térmico tanto de la caseina como de la leche sobre la
biodisponibilidad mineral también ha sido investigada (Seiquer y col. 2000, 2010). En
2009, Frontela y col. estudiaron el efecto de la desfitinizacion sobre la
biodisponibilidad de Fe, Ca y Zn en cereales infantiles. Vitali y col. (2010)
compararon la biodisponibilidad de Cu en diferentes tipos de galletas utilizando
cultivos celulares. Calatayud y col. (2012) investigaron la bioaccesibilidad y retencion
por células Caco-2 de mercurio y Se en pescados y mariscos. Delgado-Andrade y
col. (2008) investigaron con cultivos celulares si la sedimentacién podia afectar al
valor nutritivo de una dieta para lechones, estimando la biodisponibilidad de Ca, Mg
y Zn. Mas tarde, dichos autores determinaron la biodisponibilidad de
hidroximetilfurfural en cereales de desayuno mediante estudios con células Caco-2.

También se ha combinado la linea celular Caco-2 con la HT29-MTX para estudiar

las diferentes respuestas de los transportadores de Fe (Laparra y col., 2009).
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Fairweather-Tait y col. (2007) presentaron una actualizacién sobre los métodos in
vitro utilizados para determinar la biodisponibilidad de Fe, considerando que los
métodos de solubilidad y dializabilidad no son utiles para la prediccion de la
absorcion de Fe, mientras que los modelos con células Caco-2 proporcionan
resultados utiles para la comparacion de la biodisponibilidad de Fe en diferentes

fuentes.

La linea celular Caco-2 tiene algunas desventajas como la falta de células
caliciformes productoras de mucus o que es una linea heterogénea y dependiente
de las condiciones de cultivo, llevando a veces a variabilidad en la permeabilidad y
transporte (Turco y col., 2011). Aun asi, diferentes investigadores han considerado el
paso a través de la monocapa de células Caco-2 como una estimacién del perfil de

absorcion del compuesto ensayado (Zhang y col., 2007; Turco y col., 2011).

Distintos autores han demostrado que existe variabilidad en algunas propiedades de
esta linea celular, como la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y el crecimiento
celular, que depende del numero de pases del cultivo, pues la resiembra de las
células afecta a las caracteristicas bioldgicas y a las propiedades de permeabilidad
de la monocapa celular. Se ha concluido que las células Caco-2 adquieren las
caracteristicas morfologicas vy fisiolégicas del enterocito maduro tras un gran nimero
de resiembras, y que a mayor numero de pases, mayor expresion de los
transportadores de glucosa y mejor resistencia, pero a niumeros muy altos ésta
ultima empieza a disminuir. Se considera que los niumeros de pase Optimos para los
ensayos de absorcion oscilan entre 44 y 60 (Briske-Anderson 1997; Yu y col., 1997;
Volpe y col., 2008).

Ademas del numero de pases, existen diversos factores que pueden influir sobre las
propiedades de diferenciacion y transporte de las células, entre ellos destacan la
densidad de siembra inicial, edad de la monocapa, pH de las soluciones
adicionadas, medio de cultivo utilizado, caracteristicas del filtro sobre el que se
siembran, etc. Es de extrema importancia que el laboratorio en cuestién monitorice
las caracteristicas del cultivo tanto en las fases de crecimiento y diferenciacion como
en los analisis, estableciendo un protocolo estandar para disminuir la variabilidad y
asegurar la validez de los resultados de permeabilidad. El uso de normas de
referencia para monitorizar el crecimiento, integridad y permeabilidad de la
monocapa, permite el establecimiento de un criterio de aceptacién del ensayo
(Ungell y col., 2004; Sambuy y col., 2005).
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Aunque la linea celular Caco-2 ha sido ampliamente utilizada, los estudios que
evaluan la biodisponibilidad mineral en leche fermentada empleando este modelo

son escasos y se refieren a leche de vaca. No existen datos de biodisponibilidad
mineral en leche de cabra fermentada.
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De todo lo expuesto se deduce que:

- Para estimar la eficacia del aporte de un mineral a través de la dieta o de un
alimento en particular, es preciso conocer no soélo su contenido sino también su

biodisponibilidad.

- Diversos estudios indican que la biodisponibilidad de ciertos minerales es
superior en leche de cabra que en leche de vaca, siendo escasos los datos
relativos a leches de cabra fermentadas. Ademas, investigaciones recientes
sefialan que ciertos microorganismos probidticos podrian aumentar la

biodisponibilidad de minerales.

- Los modelos de digestion gastrointestinal in vitro y con cultivos celulares son

ampliamente utilizados.

Por tanto, nos planteamos los siguientes objetivos:

v' Determinar el contenido de Ca, Mg, P y Zn en la leche fermentada
experimental, efectuando un estudio comparativo con otras leches de cabra

fermentadas (control y comerciales).

v’ Estudiar la biodisponibilidad de estos minerales mediante métodos in vitro

de solubilidad, dializabilidad y ensayos con la linea celular Caco-2.

v Evaluar el efecto que ejerce L. plantarum C4 sobre la biodisponibilidad

mineral.
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3.1l.Instrumentacién
e Ensayos in vitro
Agitador J. P. Selecta S. A. (Barcelona, Espafia).
Balanza de precision, Series 260, Precisa Instruments AG (Dietikon, Suiza).

Bafo de agua termostatizado con agitacion, Thermolab® GFL 1086 (BurgWedel,

Alemania).
Bloque de digestion multiplazas termostatizado, Selecta S. A. (Barcelona, Espafna).
Centrifuga termostatizada Sigma 2-16PK, Sartorius (Alemania).

Cierres para membranas de dialisis, Spectra Medicell Intenational (London, Reino
Unido).

Cubetas de cuarzo, Hellma (Barcelona, Espana).
Espectrofotometro UV/VIS, Lambda 25, Perkin EImer (Boston, MA, Estados Unidos).

Espectrémetro de Emisién Atdmica por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
AES), Perkin-Elmer Optima 8300 (Massachusetts, Estados Unidos).

Membranas de dialisis Spectra (Visking size 45mm x 27mm, 12000-14000 Da,

Medicell International (London, Reino Unido).

Sonda de pH y temperatura, Crison pH-Meter Basic 20, Crison Instruments, S.A.

(Barcelona, Espana).

Vortex, Cleaver Scientific Ltd (Rugby, Reino Unido).

e Ensayos con la linea celular Caco-2

Autoclave Autester Mod. 437-G. JP Selecta (Barcelona, Espaia).

Bomba de vacio, KNF LAB Laboport (New Jersey, Estados Unidos).

Campana de flujo laminar, Modelo SBH — 100, Telstar S.A (Barcelona, Espana).
Centrifuga H-103N Series, Kokusan, Eurocomercial S.A. (Madrid, Espana).

Filtros de esterilizacion de 0,22 um, Millex® - GS, Merck Millipore Ltd. (Cork, Irlanda)

Frascos de cultivo tisular de 75 cm? TPP® (Suiza).
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Incubador (37°C, atmésfera 95:5 aire/CO,, 90% humedad), INCOmed, Memmert

(Schwabach, Alemania).

Lector de placas, Thermo Scientific Multiskan EX, Labsystems (Vantaa, Finlandia).
Micropipetas de 0,5-10 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL, Boeco (Alemania).
Micropolimetro Millicell® ERS - 2, Millipore (Billerica, MA, Estados Unidos).
Microscopio 6ptico invertido, Casa Alvarez S.A. (Madrid, Espafia).

Osmoémetro OSMOMAT 030, Gonotec GmbH (Berlin, Alemania).

Pipeta multicanal 50-300 uL, Finnpipette, Labsystems (Vantaa, Finlandia).

Pipetas estériles de 2 mL, 5mL y 10 mL.

Pipetas Pasteur de cristal.

Pipeteador electronico, Easy 60+, Labbox Labware S.L. (Barcelona, Espana).

Placas bicamerales Transwell®, membrana de policarbonato, tamano de poro = 3,0
pMm, diametro = 24 mm, n3414, Corning Costar (Cambridge, MA, Estados Unidos).

Placas estériles de 96 pocillos, 3598, Corning Costar (Cambridge, MA, Estados
Unidos).

Tubos estériles de 10 mL y 50 mL, TPP® (Suiza).

- Para evitar la presencia de minerales, todo el material utilizado en el laboratorio
fue lavado con acido nitrico al 30% v/v y enjuagado repetidas veces con agua

bidestilada desionizada.

Reactivos y disoluciones
e Ensayos in vitro

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim,

Alemania).
Acido perclérico 65%, Merck (Darmstadt, Alemania).

Agua bidestilada desionizada, sistema Milli-Q de Millipore, resistividad especifica =
18 MQ-cm. Modelo R015 (Millipore, Gif Sur Yvette, Francia).
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Bicarbonato sodico 99,5%, Sigma S-6297, Sigma Chemical Co. (St. Louis, Estados

Unidos), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).
Dodecil sulfato sodico, Merck (Darmstadt, Alemania).

Etanol, Merck (Darmstadt, Alemania).

Hidroxido sédico, Panreac Quimica Sau (Barcelona, Espafia).

Pancreatina, porcine pancreas, P-1500, Sigma Chemical Co. (St. Louis, Estados

Unidos), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).

Pepsina 1:10000, porcine stomach mucosa, P-7000, Sigma Chemical Co. (St. Louis,

Estados Unidos), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).

Sales biliares, B-8631, Sigma Chemical Co. (St. Louis, Estados Unidos), Sigma-

Aldrich Chemie (Steinheim, Alemania).

Soluciéon de calibracion multipatron, Multielement Calibration Standard 3, Perkin

Elmer (Massachusetts, Estados Unidos).

e Ensayos con la linea celular Caco-2

4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic,  N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-
ethanesulfonic acid) (HEPES), H4034, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT), M5655, Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Colorante azul de metileno, 251170.1609, Panreac Quimica Sau (Barcelona,

Espana)
Colorante azul tripan, T8154, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).
Colorante rojo neutro, N4638, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Hank’s balanced salt solution (HBSS), H2387, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

L-glutamina, G8540, Sigma-Aldrich Co (St. Louis, Estados Unidos).
Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), D6546, Sigma-

Aldrich Co (St. Louis, Estados Unidos).
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Phosphate Buffered Saline (PBS), P4417, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Solucién antibiético-antimicético, A5955, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Solucién de aminoacidos no esenciales, M7145, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
Estados Unidos).

Solucién tripsina-EDTA 0,25%, T3924, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Suero bovino fetal, F7524, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Disoluciones:

- Buffer de captacion. La composicion de este buffer fue 130 mM NaCl, 10 mM
KCI, 1 mM MgSO,, 5 mM glucosa, 50 mM HEPES. Siempre se ajusté el pHa 7.

- Disolucién de amidol. Se disolvieron 1 g de amidol (2,4-diaminofenol
diclorhidrato) y 20 g de metabisulfito sédico en 100 mL de agua bidestilada

desionizada.

- Disolucién de molibdato aménico. Se disolvieron 8,3 g de molibdato amaénico en

100 mL de agua bidestilada desionizada.

- lIsopropanol acido. Se preparé HCI 0,04 N en isopropanol, mezclando 0,42 mL de

HCI al 35% con 100 mL de isopropanol.

> Solucién acético glacial/etanol. Esta se preparé afiadiendo un 1% de &cido
acético glacial a una disolucion de etanol en agua bidestilada desionizada al
50%.

- Solucion de ajuste. Esta disolucion contenia 5 mM glucosa, 50 mM HEPES y

NaCl 130 mM. Siempre se ajustéo el pH a 7.

- Solucion de fijacion. La composicion de esta disolucién fue CaCl, al 0,1% en
formaldehido al 0,5%.

- Solucion de lavado. Compuesta por 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM HEPES.
Siempre se ajusté elpHa 7.

- Soluciéon de MTT. Para su preparacion se disolvieron 0,05 g MTT en 10 mL de
PBS.
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- Solucion de pancreatina-sales biliares. Al inicio de cada ensayo, se prepard una
disolucion equivalente a 0,005 g/100 mL de pancreatina y 0,03 g/100 mL de
sales biliares en NaHCO; 0,1N.

- Solucion de pepsina. Al inicio de cada ensayo, se preparé una disolucion
equivalente a 0,02 g/100 mL en HCI 0,1 N.

- Soluciéon de rojo neutro. Se prepard una solucién madre de rojo neutro al 0,4%
w/v en agua bidestilada desionizada. Para su utilizacién en los ensayos, se
prepard una solucién de tincion diluyendo la solucién madre 1:80 en medio de
cultivo DMEM.

3.3.Muestras

El muestreo comprendid 10 leches fermentadas experimentales (con Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus y L. plantarum C4), 10 leches fermentadas
control (con L. bulgaricus y S. thermophilus) y las 5 leches de cabra fermentadas

existentes en el mercado en el momento del estudio.

Antes de realizar los analisis, todas las muestras se llevaron a 20+2°C y se

homogeneizaron cuidadosamente. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

3.4.Ensayo de biodisponibilidad in vitro: fraccién soluble

El ensayo comprende dos etapas: etapa gastrica y etapa intestinal.
e Etapa gastrica

Para llevar a cabo la etapa gastrica se siguio el procedimiento descrito por Perales y

col. (2007), con algunas modificaciones.

Antes de tomar la muestra, se homogeneizo la leche fermentada con ayuda de un
ultrasonidos. En un matraz de 250 mL de capacidad, se pesaron 20 g de leche
fermentada y se anadieron 80 g de agua bidestilada desionizada. Esta mezcla se
agitdo en el ultrasonidos hasta completa homogeneizacion y se determino el pH,
ajustandolo a pH 2 con HCI 6 M. Al cabo de 15 minutos se volvié a comprobar el pH,

reajustandolo en caso necesario.

Posteriormente, se anadié a la mezcla una solucion de pepsina equivalente a 0,02

g/100 mL y se completé hasta 100 mL con agua bidestilada desionizada, tapando el
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matraz. La mezcla se incubé en un bafo de agua a 37°C con una agitacién de 100-

120 golpes/minuto, durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo, el matraz se sumergié en un bano de hielo durante 10
minutos. Por ultimo, se ajustd el pH a 6,5 con NaHCO; 1N, reajustando en caso

necesario tras 15 minutos en reposo. En la figura 17 se esquematiza esta etapa.

e Etapa intestinal

Tras finalizar la etapa gastrica, se afadid a los digeridos una solucién de
pancreatina-sales biliares equivalente a 0,005 g/100 mL de pancreatina y 0,03 g/100
mL de sales biliares y se incubaron en el bafio a 37°C con agitacion de 100-120

golpes/minuto, durante 2 horas.

Los digeridos se mantuvieron 10 minutos a temperatura ambiente y se llevaron a un
bafo de agua a 100°C durante 5 minutos para conseguir la inactivaciéon enzimatica.
Seguidamente, se sumergieron en un bafo de hielo durante 10 minutos y el pH fue
ajustado a un valor de 7,2 mediante la adicién de NaOH 0,5 M, reajustando en caso

necesario tras 15 minutos de reposo.

Se pesaron alicuotas de 50 g de digerido intestinal y se centrifugaron a 4000 rpm a
4°C durante 1 hora para separar la fraccién soluble o bioaccesible y el precipitado.
Ambas fracciones se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento del analisis. El

procedimiento seguido en esta etapa se resume en la figura 18.
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Digerido gastrico

Figura 17. Etapa gastrica en el ensayo de biodisponibilidad in vitro para estimar la

fraccion soluble.
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Digerido gastrico

Pancreatina-Sales hiliares
» l h

Baro de agua
Agitacién, 37°C, 2h

T2 ambiente, 10 min
100°C, 5 min

Bafio de hielo, 10 min

Ajustar pH=7,2 (NaOH 0,5 M)

Alicuotas 50 g

4000 rpm, 4°C, 1h

by

Fraccion Fraccion
precipitada soluble

Figura 18. Etapa intestinal en el ensayo de biodisponibilidad in vitro para estimar la
fraccion soluble.
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3.5.Ensayo de biodisponibilidad in vitro: fraccién dializable

e Acondicionamiento de membranas

Como se ha comentado anteriormente, para este ensayo se utilizan membranas de
didlisis que simulan la membrana intestinal. Antes de su utilizacion, resulta necesario
acondicionarlas. Para ello, se cortaron fragmentos de 13,3 cm y se sumergieron en
una disolucién compuesta por Na,EDTA 0,01 M, NaHCO; al 2% y dodecil sulfato
sodico al 0,1%, llevando todo a ebullicion durante 10 minutos. Posteriormente, se
lavaron 5 veces con agua bidestilada desionizada y se llevaron a ebullicion una vez

mas con dicha agua durante un periodo de 5-10 minutos.

Una vez tratadas, las membranas de didlisis se mantuvieron a 4°C en una disolucion
de etanol al 20%, que actia como agente antibacteriano, hasta el momento de su
utilizacion. Antes de comenzar los ensayos, se lavaron de nuevo interna y
externamente, 5 6 6 veces con agua bidestilada desionizada y se mantuvieron en

dicha agua durante al menos 2 horas.
e Etapa géstrica

Se procedié como se describe en el apartado 3.4. y al finalizar el proceso, las
muestras se mantuvieron en bafio de hielo durante 90 minutos, tiempo en el que se

calculd el titulo de acidez (figura 19).

e Titulo de acidez

El titulo de acidez se define como “el numero de equivalentes de NaOH 0,5 M
necesarios para llevar a pH 7,5 alicuotas de 20 g del digerido de pepsina, previa
adicién de la disolucién de pancreatina-sales biliares”. Para calcularlo, se pesé una
alicuota de 20 g del digerido de pepsina procedente de la etapa gastrica a una
temperatura de 20°C y se le adicion6 una solucién de pancreatina-sales biliares
equivalente a 0,001 g de pancreatina y 0,006 g de sales biliares. La mezcla se valoré
con NaOH 0,5 M manteniendo agitacion hasta que se alcanzé un pH de 7,5,

reajustandolo tras 30 minutos de reposo.

Se calculd la cantidad de NaHCO3; 0,1 M equivalente al NaOH 0,5 M consumido.
Esta cantidad debera adicionarse en el interior de las membranas de dialisis para la

etapa intestinal (figura 20).
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¢ Etapa intestinal

Se prepararon las membranas de didlisis introduciendo 25 g de agua bidestilada
desionizada y NaHCO; 0,1 M en cantidad equivalente al titulo de acidez, cerrandolas
después con pinzas adecuadas. Se pesaron alicuotas de 20 g del digerido de
pepsina, obtenido en la etapa gastrica, en vasos de precipitado de 250 mL y se

colocaron en el bafio de agua a 37°C durante 5 minutos.

Se introdujeron las membranas de didlisis en los vasos de precipitado y se incubaron
en el bafo 30 minutos. Se midid y anoté el pH, y se ajustd a 5 cuando fue necesario.
A continuacion, se afadié una solucion de pancreatina-sales biliares equivalente a
0,001 g de pancreatina y 0,006 g de sales biliares, incubando la mezcla en el bafio

de agua a 37°C con agitacién de 100-120 golpes/minuto durante 2 horas.

Se sacaron las membranas de didlisis y se enjuagaron externamente con agua
bidestilada desionizada. Por ultimo, se transfirié su contenido a vasos de precipitado,
anotando su peso y volumen. El contenido de analito que difunde al interior de la
membrana representa la fraccion dializada. Las fracciones dializada y no dializada

se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento del analisis (figura 21).
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Figura 19. Etapa gastrica en el ensayo de biodisponibilidad in vitro para estimar la

fraccion dializable.
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20 g digerido de

pepsina, 20°C

Pancreatina-Sales hiliares

NaOH 0,5M

Llevar hasta pH=7.5
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Figura 20. Determinacion del titulo de acidez en el ensayo de biodisponibilidad in
vitro para estimar la fraccién dializable.
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Figura 21. Etapa intestinal en el ensayo de biodisponibilidad in vitro para estimar la

fraccion dializable.
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3.6.Ensayo de biodisponibilidad in vitro: fraccién transportada y captada

Este ensayo se llevd a cabo con la linea celular Caco-2 en el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada y en el
“‘Department of Food and Nutritional Sciences” de la Universidad de Reading (Reino
Unido). Estos laboratorios constan de la instrumentacion y material necesarios para la
correcta manipulacion de cultivos celulares. Siempre se trabajé en ambiente estéril y en

campana de flujo laminar.

Las células Caco-2 fueron suministradas por la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
(ECACC) a través del Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de

Granada y a través de la Universidad de Reading.

El ensayo se realizé con los sobrenadantes obtenidos tras la digestion in vitro (descrita

en el apartado 3.4.) a fin de valorar el transporte y captacién de Ca, Mg y Zn.

Previamente es necesario comprobar que el ensayo es factible y que los sobrenadantes
no van a danar el cultivo celular. Se procedio a la siembra y evaluacion de la morfologia
celular y se efectuaron diversas pruebas para comprobar su viabilidad y actividad

metabdlica, ensayos que se describen a continuacion.

Una vez realizadas estas comprobaciones, se sembrd el cultivo celular en placas

bicamerales para efectuar el ensayo de transporte y captacion con los sobrenadantes.
e Mantenimiento en cultivo de la linea celular

Para su mantenimiento, crecimiento y proliferacion, las células se sembraron en
frascos de poliestireno de 75 cm? de superficie, conteniendo medio de cultivo DMEM

suplementado con:

-L-glutamina . .................. 0,584 g/L
-Suero bovino fetal inactivado . . . . ... .. 10%
-Aminoacidos no esenciales . . .. ........ 1%
-Mezcla antibiotico-antimicético . . .. ... .. 1%
-HEPES . . ... ... L 5 mmol/L

Las células fueron mantenidas a 37°C, en atmésfera 95:5 aire/CO, y con una
humedad del 90%. El medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias, hasta que las

células alcanzaron una confluencia aproximada del 70%.
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En ese momento se procedié a la tripsinizacion, proceso mediante el que se
despegan y separan las células de los frascos, y a la realizacién de una suspensién

celular, para la siembra de las células en frascos nuevos.

Para ello, se deseché el medio de cultivo, se lavaron las células con HBSS o PBS, y
se incubaron con 10 mL de tripsina-EDTA durante 5 minutos. Cuando la monocapa
celular se despegod ligeramente de la superficie del frasco, se adicion6 medio de
cultivo DMEM para detener la ftripsinizacion, se homogeneizd la suspension
suavemente con ayuda de una pipeta y se traspasoé a tubos de centrifuga de 50 mL.
Las células fueron centrifugadas a 850 rpm durante 10 minutos y se desech¢ el
sobrenadante, obteniéndose un botén celular que fue resuspendido cuidadosamente

en DMEM para obtener una suspensién celular homogénea.

Dicha suspension se distribuyd en los nuevos frascos para continuar el crecimiento y
la proliferacion, y expandir asi el cultivo celular. Las células fueron sometidas a

diferentes siembras o pases, utilizandose entre los pases 50-60.

Recuento celular

Para conocer el numero de células presentes en el cultivo, se utilizé el método de
tincion con el colorante azul tripan y recuento en camara de Neubauer o

hemocitdmetro.

Tras la tripsinizacién y resuspension en un determinado volumen de DMEM, una
alicuota de la suspension celular fue mezclada con el colorante a distintas diluciones
(1/2 'y 1/10). La mezcla se homogeneizé cuidadosamente, se depositdé en la camara
de Neubauer y se realiz6 el contaje de células en varios cuadrantes con el

microscopio optico invertido (figura 22).

Cuadrante

1 mm

Figura 22. Esquema de un cuadrante en la camara de Neubauer.
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Area =1 mm x 1mm = 1 mm?

Volumen =1 mm?x 0,1 mm=0,1 mm®=1x10*mL

Concentraciéon = n° células x 10.000 x F gijucisn = n° células/mL

El 4rea de un cuadrante es 1 mm? y la altura entre la cadmara y el cubreobjetos es
0,1 mm, de manera que se conté el nimero de células en un volumen de 0,1 mm?.
Para determinar la densidad celular (n° células/mL) se contaron las células en varios
cuadrantes y se calculdé el contenido medio de células por cuadrante, éste se

multiplicé por 10.000 y por el factor de dilucion (2 6 10).

Las células no viables son capaces de captar este colorante, mientras que las
células vivas no se tifien, debido a que mantienen la integridad de su membrana.
Este método permitié preparar suspensiones celulares a la densidad requerida para
cada ensayo y mostré que la viabilidad de las suspensiones celulares utilizadas

nunca fue inferior al 85%.

Morfologia celular

La morfologia celular se observd una vez transcurridas 24 h y 48 h de la siembra,
realizando tinciones en frascos Shell-vial estériles, que contienen un cristal en el
fondo sobre el que crecen las células (figura 23.a). Se sembré 1 mL de la
suspension celular en dicho frasco y se llevd a incubar durante 24-48 h;
seguidamente se procedioé a la tincién con colorante azul de metileno, se sacé el
cristal con el cultivo y se colocd sobre un portaobjetos. Con el microscopio éptico
invertido, se comprobéd el correcto crecimiento y morfologia de la monocapa en

forma de mosaico, caracteristico de la linea celular Caco-2 (figura 23.b).

AN

Figura 23. a) Frasco Shell-vial. b) Morfologia de la linea celular Caco-2.
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e Ensayos de viabilidad celular

Estos ensayos se realizaron aplicando los métodos de tincién con rojo neutro y azul
tripan al cultivo tras ser incubado con los sobrenadantes sin diluir y diluidos en
proporciones 1/2, 1/3 y 1/5 con solucion de ajuste. Esta solucién se prepara con

glucosa, HEPES y NaCl, tal como se describe en el apartado 3.2.

Ademas, se ensayaron los sobrenadantes ajustando, antes de efectuar dichas
diluciones, su osmolaridad a 310 mOsm/kg (con agua o NaCl), su pH a 7 (con NaOH
6 HCI) y su concentracion de HEPES a 50 mM.

Método de tincion con rojo neutro

Las células obtenidas tras la tripsinizacion se sembraron en placas de 96 pocillos a
una densidad de 100.000 células/mL y se incubaron durante 48 h para permitir la

adhesion celular.

Antes de efectuar la tincion, se retiré el medio de cultivo y se reemplazé por los
sobrenadantes. Tras 2 h de incubacion, se retiraron los mismos, se afadieron 200

ML de solucién de rojo neutro en cada pocillo y se llevaron a incubacion otras 2 h.

Transcurrido este tiempo, se desechd el colorante invirtiendo la placa, se sumergié
ésta en solucion de fijacién y se hicieron 30 oscilaciones suaves. Tras ello se
sumergio la placa en PBS y se hicieron 2 inversiones, desechando el medio cada
vez. Se secO la placa sobre un papel de filtro y se afadieron 200 uL de solucién

acético glacial/etanol para lisar las células.

La placa se almacené a 4°C durante 12-24 h, periodo en el que las células que eran

viables, liberan el colorante retenido.

Para determinar la viabilidad, se puso la placa en agitacion suave unos 30 min y se
ley6 la absorbancia a 550 nm en un lector de placas. La absorcion sera proporcional

a la cantidad de colorante liberado y por tanto, al numero de células viables.
El porcentaje de viabilidad se calcul6 a partir de la siguiente férmula:

% Viabilidad = (AbS myestra/ ADS contror) X 100

Siendo,
Abs nuestra = @bsorbancia obtenida para cada muestra
Abs ntro = absorbancia obtenida en pocillos a los que en lugar de muestra sélo se

les afiadid medio de cultivo DMEM sin suero bovino fetal
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El ensayo se realizd para cada sobrenadante en 10 pocillos, obteniendo la media, y

en dos dias diferentes, para valorar la repetibilidad de la prueba.

Método de tincion con azul tripan

Una vez obtenidos los resultados de viabilidad celular con rojo neutro, éstos se
confirmaron mediante el ensayo de tincion con azul tripan. Tras la tripsinizacion, las
células se sembraron en placas Petri de 9,2 cm? de superficie a una densidad de
40.000 células/cm?, con cambios de medio cada 2-3 dias. Transcurridos 10 dias, se
incubaron las placas durante 2 h con los sobrenadantes. Tras ello, se procedid a una
nueva tripsinizacion y una alicuota de la suspensién celular fue mezclada con
colorante azul tripan (dilucion 1/2). Se deposité en una camara de Neubauer y se
realizé el contaje de células viables y no viables (éstas captan el colorante) con el

microscopio 6ptico invertido.
El porcentaje de viabilidad se calculd a partir de la siguiente formula:

% Viabilidad = (N° células viables/N° células totales) x 100

e Ensayos de actividad metabdlica celular

Estos ensayos se realizaron con el método del MTT en el cultivo tras ser incubado
con los sobrenadantes sin diluir y diluidos en proporciones 1/2, 1/3 y 1/5, con
solucién de ajuste (preparada con glucosa, HEPES y NaCl, tal como se describe en

el apartado 3.2.).

Ademas, se ensayaron los sobrenadantes ajustando, antes de efectuar dichas
diluciones, su osmolaridad a 310 mOsm/kg (con agua o NaCl), su pH a 7 (con NaOH
6 HCI) y su concentraciéon de HEPES a 50 mM.

El método del MTT es un ensayo colorimétrico cuantitativo que mide la actividad
metabolica de las células en fase de proliferacion activa. Este método se basa en la
capacidad que presenta la succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células
eucariotas vivas para convertir el MTT, que es de color amarillo y actia de sustrato,
en formazan, que es un producto azul oscuro, lo cual se traduce en un incremento
en los valores de absorbancia de la muestra. Existe una estrecha correlacién entre el

numero de células viables y la cantidad de MTT metabolizado.
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Para realizar este ensayo, las células obtenidas tras la tripsinizacion se sembraron
en placas de 96 pocillos a una densidad de 100.000 células/mL y se incubaron

durante 48 h para permitir la adhesién celular.

Tras este periodo, se retir6 el medio de cultivo y se reemplazé por los
sobrenadantes. Tras 2 h de incubacidén, se retiraron las muestras, se afadieron 100
ML de DMEM sin suero y 10 uL de solucién de MTT en cada pocillo y se llevaron a

incubacion otras 2 h.

Se afiadieron 100 pL de isopropanol acido y se procedié de inmediato a la disolucion
de los cristales azules formados, usando una pipeta multicanal, y protegiendo

siempre la placa de la luz.

Para determinar la actividad metabdlica, se leyd la absorbancia a 550 nm, con
referencia a 650 nm, en un lector de placas. La absorbancia sera proporcional a la

actividad metabdlica celular.
El porcentaje de actividad metabdlica se calculd a partir de la siguiente férmula:
% Actividad metabdlica = (Abs myestra/ ADS contro) X 100

Siendo,
Abs uestra = @bsorbancia obtenida para cada muestra

Abs .nroi = absorbancia obtenida en pocillos a los que en lugar de muestra solo se

les anadié medio de cultivo DMEM sin suero

El ensayo se realizd para cada sobrenadante en 10 pocillos, obteniendo la media, y

en dos dias diferentes, para valorar la repetibilidad de la prueba.

e Siembra de las células Caco-2 en placas bicamerales

Para los ensayos de biodisponibilidad, las células obtenidas tras la tripsinizacion se
sembraron en placas bicamerales a una densidad de 100.000 células/cm?, con 2,5
mL de DMEM en el compartimento basolateral y 1,5 mL en el apical (figura 24). El
medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias y los experimentos se realizaron tras 21
dias desde la siembra. Durante todo este periodo, es necesario comprobar la

integridad y confluencia de la monocapa.
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Camara apical
(lumen intestinal)
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Figura 24. Esquema de una placa bicameral (Mesias y Seiquer).

ntegridad y confluencia de la monocapa

Se comprobd con la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y del

transporte del rojo fenol.
-Medida de la resistencia eléctrica transepitelial

Este valor indica la resistencia de la monocapa de células al paso de la corriente
eléctrica, y su aumento y estabilidad confirman la formacién de una monocapa
integra con uniones estrechas entre las células. Valores anormalmente bajos
supondrian la existencia de orificios 0 de anomalias en el funcionamiento celular. Se
llevo a cabo utilizando un micropolimetro y realizando tres medidas por pocillo. Los

valores se determinaron mediante la siguiente ecuacion:

TEER = (Qmuestra - leanco) X 477
Siendo,
Qmuestra = resistencia de la monocapa celular
Quianco = resistencia de un pocillo sin células

4,7 = superficie de un pocillo (cm?)
-Transporte de rojo fenol

El paso del colorante a través de una monocapa celular integra no debe ser superior
al 5% por hora. Las células estan sembradas en el medio de cultivo DMEM, que
contiene rojo fenol. Para determinar el transporte del mismo se aspiré el medio de

cultivo de las placas bicamerales, lavando ambas camaras con buffer de captacion,
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libre de rojo fenol. Una vez eliminado todo resto de colorante, se anadieron 2,5 mL
de dicho buffer en la camara basolateral y 1,5 mL de medio de cultivo DMEM en la

apical, incubando las células durante 1 hora.

A continuacion, se recogio el contenido de la camara basolateral, se ajusté a pH 10
(donde sélo existe la forma basica del rojo fenol) con NaOH 5 N y se midi6é su

absorbancia a 558 nm.
El porcentaje de difusion del colorante se calculd a partir de la siguiente formula:
% Difusion = (Abs myestra/ ADS tota1) X 100

Siendo,
Abs uestra = @bsorbancia de un pocillo con células

Abs 1 = absorbancia de una mezcla de 2,5 mL de buffer de captacién y 1,5 mL de
DMEM

e Ensayos de transporte y captacién de Ca, Mg y Zn

Los ensayos previos de viabilidad y actividad metabdlica celular demostraron que,
para no dafiar el cultivo celular, los sobrenadantes debian ser ajustados a 310

mOsm/kg, 50 mM HEPES y pH 7 y ademas, diluidos 1/2 en solucién de ajuste.

Antes de comenzar el ensayo, se atemperaron todas las soluciones a 37°C. Se retird
el medio de cultivo de ambos compartimentos de las placas bicamerales, lavando la
monocapa de células dos veces consecutivas con PBS. Se adicionaron 2,5 mL de
buffer de captacion en la camara basolateral, mientras que en la camara apical se
adicionaron 1,5 mL de los sobrenadantes ajustados y diluidos, incubandose durante

2 horas a 37°C. La figura 25 representa un esquema del procedimiento.

Tras la incubacion, se midi6 el valor de la TEER de cada pocillo para comprobar que
las monocapas seguian integras. Se recogio el contenido de la camara apical en un
tubo, se lavo la membrana con solucion de lavado enfriada con hielo y se uni6 a lo
anterior (fraccion no transportada), se recogio el contenido de la camara basolateral
en otro tubo (fraccién transportada) y se cortdé la membrana cuidadosamente con un
bisturi para analizarla también (fraccion retenida). Todas las fracciones se
mantuvieron en refrigeracion hasta el momento del analisis de Ca, Mg y Zn. La

fraccién captada se calculé sumando la transportada y la retenida.

En todos los casos, se tuvo en cuenta el blanco correspondiente.
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Fraccitn soluble
(digestion in vitro)
Ajuste:
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Figura 25. Ensayos de transporte y captacion de minerales con la linea celular Caco-2.

3.7.Determinacion de Ca, Mg, Py Zn

La determinacién de Ca, Mg y Zn se efectud por espectroscopia de emision atémica con
plasma acoplado por induccion (ICP-AES), previa mineralizacion acida de las leches
fermentadas para conocer su contenido total, de los sobrenadantes para estimar la
fraccion soluble y de los dializados para conocer la fraccion dializable. Ademas,
alicuotas de los sobrenadantes ajustados y diluidos fueron mineralizadas para

determinar el contenido de Ca, Mg, P y Zn anadido a las células.

En el caso de los ensayos de biodisponibilidad con la linea celular Caco-2, la
determinacion se realizé directamente (sin mineralizar la muestra) en la fraccion
transportada. Si se procedié a la mineralizacion acida de la membrana con la monocapa

celular, a fin de determinar la fraccion retenida.
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La determinacién de P se efectud por espectrofotometria UV/VIS, previa mineralizacién
acida de las leches fermentadas para conocer su contenido total, de los sobrenadantes

para estimar la fraccion soluble y de los dializados para conocer la fraccion dializable.
e Mineralizacion de las muestras

En balanza de precision se pesaron 2 g de muestra en un tubo de poliestireno
cristalino. Tras la adicion de 8 mL de una disolucion de HNO3-HCIO,4 (4:1 v/v), se

procedié a la mineralizacién en un bloque de digestion multiplazas termostatizado.

Se inici6 mediante calentamiento a 60°C durante 45 min, posteriormente se aumenté
la temperatura a 90°C y tras 30 min se llevdo a 120°C, temperatura a la que se
mantuvo otros 30 min. Las muestras mineralizadas se enfriaron y se diluyeron hasta
un volumen final de 25 mL con agua bidestilada desionizada. De igual forma, se

prepararon los blancos. El proceso se esquematiza en la figura 26.

Blogue de digestion multiplazas
termostatizado

60°C

45 min

90°C

30 min

120°C

30 min

Diluir hasta 25 mL con
agua bidestilada desionizada

Figura 26. Mineralizacion de las muestras.
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e Determinacion de Ca, Mg y Zn por ICP-AES

La determinacion de estos minerales se realizd mediante la técnica de
espectroscopia de emision atémica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
AES). Con esta técnica es posible determinar de forma cuantitativa la mayoria de los
elementos de la tabla periodica a niveles de traza y ultratraza, partiendo de muestras

en disolucion acuosa.

La muestra, en forma liquida, es transportada por medio de una bomba peristaltica
hasta el sistema nebulizador, donde es transformada en aerosol gracias a la accion
de gas argon. Dicho aerosol es conducido a la zona de ionizacion, que consiste en
un plasma generado al someter un flujo de gas argdén a la acciéon de un campo
magnético oscilante inducido por una corriente de alta frecuencia. En el interior del

plasma se pueden llegar a alcanzar temperaturas de hasta 8000 K.

En estas condiciones, los atomos presentes en la muestra son ionizados/excitados.
Al volver a su estado fundamental, estos iones o atomos excitados emiten
radiaciones de una longitud de onda que es caracteristica de cada elemento. Esta
radiacién pasa a través de un sistema &ptico que separa la radiacion segun su
longitud de onda. A continuacion, un detector mide la intensidad de cada una de las
radiaciones, relacionando ésta con la concentracion de cada elemento en la

muestra.

Para la cuantificaciéon de Ca, Mg y Zn en las muestras, se prepararon rectas de
calibrado con 6 patrones de 0,050, 0,100, 0,150, 0,200, 0,250 y 0,300 pg/mL a partir
de una disolucién multielemental certificada que contiene 10 ug/mL de todos estos
elementos, por dilucién con agua bidestilada desionizada. Se eligieron las longitudes
de onda principales de cada elemento (tabla 14). Las muestras fueron analizadas

por duplicado y se siguié el mismo procedimiento para los blancos.

Tabla 14. Longitudes de onda de cada elemento en ICP-AES.

Mineral Longitud de onda (A)
Ca 317,933 nm
Mg 285,213 nm
Zn 206,200 nm
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e Determinacion de P por espectrofotometria UV/VIS

Para la obtencion de la curva de calibracion del P, se diluyeron 4,4 g de KH,PO, en
1000 mL de agua bidestilada desionizada (solucion A) y 10 mL de ésta en 1000 mL
de dicha agua para obtener la solucion B, de forma que la equivalencia es: 1 mL

solucion B = 10 ug de P.

Se prepararon 9 diluciones tomando cantidades crecientes de la solucién B y
afiadiendo 2 mL de acido perclérico, 2 mL de la disoluciéon de amidol y 1 mL de la
disolucion de molibdato amoénico, para después enrasar a 25 mL con agua

bidestilada desionizada (tabla 15).

Tabla 15. Preparacion de la curva de calibracion del P.

Solucion B Ac. perclérico Disolucioén Disolucion Agua bidestilada
(mL) (mL) amidol (mL) molibdato (mL)  desionizada (mL)
0,5 2 2 1 19,5

1 2 2 1 19

1,5 2 2 1 18,5
3 2 2 1 17
4 2 2 1 16
5 2 2 1 15
7 2 2 1 13
10 2 2 1 10
12 2 2 1 8

Tras una espera de 5 minutos, se midio la densidad éptica, utilizando una cubeta de

1 cm, a una longitud de onda de 750 nm, obteniéndose asi la recta patrén.

Para la determinacion de los niveles de P presentes en las muestras estudiadas, se
tomaron 3 mL de la muestra mineralizada y se introdujeron en un matraz aforado de
25 mL de capacidad, para después anadir sucesivamente 1,2 mL de &cido
perclérico, 1,2 mL de la disolucién de amidol y 0,6 mL de la disolucion de molibdato
amoénico, enrasando con agua bidestilada desionizada. Tras una espera de 5
minutos, se midié la densidad éptica. Las muestras fueron analizadas por duplicado.

Se siguié el mismo procedimiento para los blancos.
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3.8.

e Exactitud y precision de los analisis

La exactitud se define como la proximidad entre el valor obtenido y el valor
verdadero. Su calculo nos permite comprobar que no se producen pérdidas ni
contaminaciones durante el proceso seguido. Su determinaciéon se llevé a cabo
mediante la utilizacion de un patrén certificado por “Community Bureau of
Reference” (B.C.R. Reference Material No 063R, Trace and major elements in skim
milk powder). Los valores certificados y determinados en dicho patrén se recogen en
la tabla 16.

Tabla 16. Valores determinados y certificados para el patrén externo.

Mineral Patrén Valor determinado Valor certificado
Ca (mg/g) 13,30%0,15 13,4940,10
Mg (mg/g) T P e 1,17+0,26 1,26+0,02

P (mg/g) polvo (B.C.R. 063 R) 11,0920,27 11,10£0,13
Zn (ug/9) 48,06+0,76 49,0+0,60

El término precision hace referencia al grado de convergencia de los resultados
generados por el método analitico. Esta se control6 mediante el calculo del
Coeficiente de Variacion, siendo de 2,16-3,36%, 2,56-2,87%, 3,71-5,96% y 2,94-

4,48% para los analisis de Ca, Mg, P y Zn, respectivamente.

Célculo de la biodisponibilidad de minerales

Una vez determinados los contenidos de Ca, Mg, P y Zn en las leches fermentadas, en

las

fracciones solubles, dializadas, retenidas y transportadas, se calcularon los

porcentajes de solubilidad, dializabilidad, transporte, retenciéon y captacién de los

minerales, que se utilizan como prediccion de la biodisponibilidad. Dichos porcentajes se

calcularon mediante las siguientes ecuaciones:
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| Solubilidad (%) = 100 x S/C |

S = cantidad de mineral soluble (ug/g muestra)
C = cantidad total de mineral (ug/g muestra)
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+ Dializabilidad

[ Dializabilidad (%) = 100 x D/C J

D = cantidad de mineral dializado (ug/g muestra)

C = cantidad total de mineral (ug/g muestra)

4 Retencion, transporte y captacion

Los porcentajes de retencién, transporte y captacion del mineral se calcularon en
funcién de los ug iniciales adicionados en la cadmara apical, mediante las siguientes

ecuaciones:

[ Retencion (%) = 100 x R/C J

R = cantidad de mineral retenido (ug/pocillo)

C = cantidad inicial de mineral puesta en la camara apical (ug/pocillo)

[ Transporte (%) = 100 x T/C ]

T = cantidad de mineral transportado (ug/pocillo)

C = cantidad inicial de mineral puesta en la camara apical (ug/pocillo)

[ Captacion (%) = 100 x U/C ]

U = cantidad de mineral captado (pg/pocillo)

C = cantidad inicial de mineral puesta en la camara apical (ug/pocillo)

Para tener en cuenta la solubilidad del mineral tras la digestion in vitro y la
proporcion que se transporta y se capta del mismo en los experimentos realizados
con cultivos celulares, se determind la eficiencia del transporte y de la captacion.

Dichos porcentajes se calcularon mediante las siguientes ecuaciones:

[ Eficiencia del transporte (%) = (T x S)/100 ]

T = porcentaje de mineral transportado

S = porcentaje de mineral soluble

[ Sicfenela ca 1 eapEaen () = (U 5 S0 ]

U = porcentaje de mineral captado

S = porcentaje de mineral soluble
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3.9.Estudio estadistico

Para interpretar los datos obtenidos se uso6 el programa estadistico SPSS 15.0 para
Windows, con el que se efectud el analisis estadistico de la varianza (ANOVA). Como
paso previo a la ejecucion de un modelo paramétrico o no paramétrico, se determind la
aleatoriedad de los resultados experimentales obtenidos para las variables de

respuesta. Se realiz6 la comprobacion de:

- La distribucion normal de los resultados, mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov con un nivel de significacién del 5%. Si p>0,05 los datos se distribuyen

normalmente.

- La homogeneidad de varianzas, mediante el test de Levene para un nivel de

significacion del 5%. Si p>0,05 existe homogeneidad de varianzas.

Se puede llevar a cabo un estudio paramétrico siempre que los datos cumplan estas dos

condiciones, si alguna variable no las cumple el estudio a aplicar sera el no paramétrico.

Las comparaciones se hicieron usando el test de la t de Student como prueba

paramétrica y el test de Kruskal-Wallis cuando las condiciones eran no paramétricas.
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4.1.Cantidad total de Ca, Mg, Py Zn en las leches fermentadas

La leche y los derivados lacteos constituyen una excelente fuente de ciertos minerales.
Con respecto a la leche de cabra, recientemente se ha demostrado que ésta presenta
mayor cantidad de Ca, Mg, P, Cu, K, Fe, Mn y | que la de vaca (Haenlein, 2001;
Rutherfurd y col., 2006; Park y col., 2007; Raynal-Ljutovac y col., 2008; Ceballos y col.,
2009). Ademas, las leches fermentadas de cabra pueden presentar una mayor
concentracién mineral, en comparacién con la leche de partida, debido al incremento de
solidos totales tras la adicion de leche en polvo o concentrados de proteinas de suero
de leche (Giler, 2007; Slacanac y col. 2010).

Coincidiendo con dichas observaciones, segun los resultados obtenidos en el presente
estudio, las leches fermentadas experimental y control presentaron mayor concentracion
de Ca, Mg, P y Zn que la leche de partida, existiendo diferencias estadisticamente
significativas en el caso del Ca (p<0,05) y el Mg (p<0,01). Ademas, tanto la leche
fermentada control como la experimental presentaron concentraciones de Ca, P y Zn

significativamente superiores a las leches de cabra fermentadas comerciales (tabla 17).

Tabla 17. Concentraciones de Ca, Mg, P y Zn en la leche de partida y en las leches

fermentadas (LF).
Ca (ug/g) Mg (ug/9) P (ng/g) Zn (1g/9)

Leche de partida
(n=8)

1561,64+55,26 148,96+5,12  800,11+£236,34 5,563+0,49

LF control
(n=10)

1640,39+46,77*** 157,28+3,76  920,41+89,97** 5,82+0,51**

LF experimental

(n=10) 1640,35+33,14*** 155,98+3,25 844,02+72,89* 5,88+0,40***
n=

LF comerciales

(n=5)

1282,09£154,72  148,74+26,39 697,35+161,24 2,86+1,37

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001.

Numerosos autores han estudiado la composicion mineral de leches fermentadas de
vaca y cabra; en la tabla 18 se muestran datos obtenidos recientemente, observandose
amplia variabilidad en el proceso de elaboracién con/sin adiciéon de leche en polvo,

concentrados lacteos, etc.
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Tabla 18. Concentracion total de Ca, Mg, P y Zn en leches fermentadas. Datos

obtenidos por otros autores.

Ca (ug/9) Mg (ug/g) P (ug/g) Zn (ng/g) Referencia
VACA
2098,5+389,9 91,2+28,9 755,4+171,3 5,82+1,14 Bergillos-Meca y col., 2013
1135,8+158,0 94,0+£14,6 870,4+76,8 4,63+0,68 Ceballos y col., 2009
1088-2050 101-177 878-1391 4,3-7,3 De la Fuente y col., 2003
1336-1371 134-138 - - Gambelli y col., 1999

1145,0+96,0 406,0£20,0 1009,0+48,0 7,28+0,69 Gdler y Sanal., 2009

1010,0+£60,00 96,0+2,0 - 4,60+0,10 Martin-Diana y col., 2003

1936+353,6 150,1+29,7 - 4,03+0,81 Navarro-Alarcon y col., 2011

CABRA

1831,4+504,2 116,1+39,5 852,5+119,3 6,23+0,61 Bergillos-Meca y col., 2013

1585,7+158,0 129,2+14,6 1189,7+76,8 5,28+0,68 Ceballos y col., 2009
1310+30 12312 95216 4,0+0,1 De la Fuente y col., 2003
1455+3,6 587+11,7 1052+24,0 6,85+0,25 Gliler, 2007

1356,0+94,0 399,0+48,0 1277,0£53,0 5,16+0,47 Guler y col., 2009

1110,0+60,0 106,0+1,0 - 4,50+0,10 Martin-Diana y col., 2003
1940+421,5 178,2+32,0 - 4,46+0,93 Navarro-Alarcon y col., 2011
1405 149 1253 3,37
Park, 2000
1287 148 1164 4,10

Como se observa, la concentracion de Ca encontrada en nuestro estudio en las leches
de cabra fermentadas comerciales (1282,09+154,72 pg/g) es algo mas baja que la
descrita en bibliografia. Los valores de las leches fermentadas control y experimental
(1640,39+46,77 y 1640,35+33,14 ug/g, respectivamente) son superiores a los descritos
por otros autores para leches de cabra fermentadas, excepto en el caso de Bergillos-
Meca y col. (2013) y Navarro-Alarcon y col. (2011), que observaron que sus datos eran

superiores a los de otros estudios y explicaron que existia una gran variabilidad debido
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al amplio rango de leches fermentadas analizadas y a diversos factores relacionados
con la leche utilizada como materia prima. Los niveles de Mg encontrados en los tres
tipos de leches fermentadas (148,74-157,28 pug/g) son similares a los descritos
previamente. En el caso del P, los valores observados en la leche fermentada control y
experimental son similares a los descritos anteriormente para leche de vaca fermentada
pero menores que los de leche caprina, sobre todo el valor de leches fermentadas
comerciales (697,35+161,24 ug/g). Esto también podria ser debido a la variabilidad de
productos analizados por los diferentes autores. Guler (2007) explicé que la
concentracion de minerales era directamente proporcional a la cantidad de proteina y
grasa del producto, por lo que en el caso de los comerciales se podria esperar una
notable variabilidad. Por ultimo, los niveles de Zn encontrados en las leches
fermentadas control y experimental se situan en el rango descrito en otros estudios, no
ocurre asi con las leches fermentadas comerciales analizadas, en las que se observé un

valor mas bajo (2,86+1,37 ug/g), respecto a estos datos.

Las diferencias observadas al comparar los resultados obtenidos con los valores
bibliograficos sugieren variaciones en el contenido mineral en funcion de la raza del
animal, alimentacion, etapas de lactancia y factores ambientales, entre otros, y por
supuesto, del método de elaboracion, que ejerce una notable influencia (Park, 2000;
Cabrera-Vique y col., 2013b).

Closa y col. (2003) determinaron la concentracibn mineral en leches y yogures,
concluyendo que el desnatado de la leche incrementd la concentracion de los mismos,
especialmente de Ca. En el caso de yogures, el contenido mineral se incrementé con la
adicion de leche en polvo o evaporada. El mayor contenido en extracto seco magro de
la leche fermentada en relacion con la leche da lugar a una mayor concentracion de
iones inorganicos (Quintana, 2011). Park (2000) también observé que la concentracion
mineral en leches fermentadas era proporcional al contenido de sélidos totales y De la
Fuente y col. (2003) concluyeron que la cantidad de Ca, Mg, P y Zn en yogures puede
ser mayor que en la leche de partida, debido a la posible adicién de ingredientes
lacteos. Explicaron que los niveles de estos minerales no se afectan por el contenido
graso, ya que no se encuentran unidos a grasa en gran proporcion, como si ocurre con
el Cu y el Fe, puesto que una fraccion se encuentra ligada a la membrana del glébulo

graso.

Aunque el método mas comun para incrementar los solidos totales en la elaboracién de
leches fermentadas es la adicion de leche en polvo, también se suelen anadir

concentrados de proteinas. Navarro-Alarcon y col. (2011) describieron que los niveles
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de Ca, Mg y Zn en leches fermentadas de cabra y vaca se incrementan con el contenido

proteico. Esto ya habia sido observado por Martin-Diana y col. (2003) para el Mg.

En este sentido, la ultrafiltracion puede suponer un importante avance en la
concentracién de la leche de partida para la produccion de productos fermentados, ya
que paralelamente al incremento del contenido proteico se eleva el contenido de ciertos

minerales.

Durante la ultrafiltracién de la leche, los minerales solubles, la lactosa, los compuestos
de bajo peso molecular y el agua pasan a través de la membranada hacia el filtrado,
mientras que en el retenido se concentran proteinas, grasa y ciertas sales insolubles
(Baldasso y col., 2011; Liu y col., 2014). Tolosa y col. (2006) observaron una mayor
concentracién de proteinas en yogures elaborados con leche ultrafiltrada, respecto a los
preparados con adicion de leche en polvo. Vyas y col. (2003) observaron que sélo el

16% de Ca presente en leche desnatada paso al filtrado.

Esta demostrado que una parte de las sales minerales se encuentran disueltas en el
suero, sin embargo una gran proporcion de minerales de la leche se encuentran
formando complejos y asociados a la caseina de la leche, formando el denominado
fosfato calcico coloidal, que actia como puente de unién entre las submicelas de
caseina y es responsable, junto con las interacciones hidréfobas, de la integridad de las
micelas de caseina. Las sales mas importantes son las de Ca, Na, Ky Mg, y se
encuentran como fosfatos, cloruros, citratos y caseinatos. Una micela esta formada por
unas 400 a 500 submicelas y su tamafio depende en gran medida del contenido de
iones Ca (Gosta, 2003; Moreno y col., 2013).

Por tanto, el proceso de ultrafiltracién podria incrementar la concentracién de dichos
minerales. A pH 6,7 en leche cruda, aproximadamente dos tercios del Ca y dos tercios
del P estan asociados a micelas de caseina (Gastaldi y col., 1996; De la Fuente y col.,
2003; Bar¢ y col., 2010). De la misma forma, el 65% del Mg presente en leche de vaca
esta en forma soluble pero el resto esta asociado a micelas de caseina, lo que supone
un tercio aproximado del contenido total (Flynn y col., 1997; Bar6 y col., 2010). Se ha
descrito también que el 90-95% del contenido de Zn de leche de vaca se encuentra
unido a caseinas y s6lo una pequefa cantidad esta unida a proteinas del suero y

ligandos de bajo peso molecular (De la Fuente y col., 2003).

Premaratne y col. (1991) ultrafiltraron leche desnatada y demostraron una concentracion

parcial de Ca, Mg, Zn, Fe, Cu y Mn en el retenido. Mehaia (1996) encontré mayores
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concentraciones de Ca, P, Na, K, Mg, Zn, Cu y Fe en el retenido tras someter leche de

camella desnatada al proceso de ultrafiltracion.

También comentar que los niveles de Ca, P y Mg estan en equilibrio entre las fases
liquida y coloidal de la leche y entre los factores que influyen en ese equilibrio, la
temperatura es el mas importante. Diversos autores han descrito que entre 2-4°C,
temperatura de almacenamiento de la leche cruda, la concentracion de Ca y P soluble
aumenta, debido a la migracién desde la fase coloidal, induciendo una disminucion en la
carga mineral de las micelas de caseina. En cambio, entre 37-40°C las concentraciones
de Cay P soluble disminuyen rapidamente. Procediendo a la ultrafiltracion a 20-40°C se
consigue una mayor concentracion de estos minerales, frente a temperaturas de 2-10°C
(Schmitt y col., 1993; Liu y col., 2014).

En base a estas observaciones, el calentamiento de la leche para su desnatado y justo
antes de proceder a la ultrafiltracion (T?=30°C) podria favorecer la migracion de
minerales hacia la fase coloidal, y con ello la concentracion de los mismos en el

retenido.

4.2.Biodisponibilidad in vitro de Ca, Mg, Py Zn en las leches fermentadas

La biodisponibilidad de minerales en distintos alimentos y dietas esta siendo objeto de
numerosos trabajos de investigacion. En lo que respecta a la leche de cabra, ésta
proporciona minerales altamente biodisponibles, en parte debido a su asociacion con la

caseina (Lépez-Aliaga y col., 2009; Bergillos-Meca y col., 2013).

En las leches fermentadas, los minerales pueden formar sales parcialmente solubles
debido a la acidez del medio, asi como formar complejos con productos resultantes de
la hidrdlisis proteica. Estos mecanismos favorecen su absorcién (Baré y col., 2010).
Ademas, la fermentacion de la leche produce solubilizacién del Ca, Mg y P y una
solubilizaciéon parcial de minerales traza, ejerciendo un efecto positivo en la

biodisponibilidad mineral.

También se ha observado que algunos microorganismos probidticos adicionados en
productos lacteos fermentados podrian aumentar la biodisponibilidad y absorcién de

ciertos minerales (Turpin y col., 2010; Chian y col., 2012; Bergillos-Meca y col., 2013).

En cuanto a los métodos para el estudio de la biodisponibilidad mineral, éstos deberian
ser capaces de reproducir la absorcién intestinal (Turco y col., 2011). En el presente

estudio, ademas de determinar la bioaccesibilidad mediante métodos in vitro de
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solubilidad y dialisis, se han incluido ensayos con la linea celular Caco-2. Este modelo
ha sido ampliamente utilizado en estudios de absorciéon de nutrientes y farmacos,
contribuyendo a una mejor evaluacion de la absorcién intestinal y metabolismo de los
mismos y representando en ciertos casos, el paso previo a los estudios in vivo (Liu y
col., 2007; Algahtani y col., 2013).

Asi, una vez obtenidos los datos de la fraccion soluble y dializada de dichos minerales
en las muestras de leches fermentadas, se relacionaron con la cantidad total para
calcular la biodisponibilidad in vitro de cada mineral, expresada como porcentaje de

solubilidad y porcentaje de dializabilidad.

En cuanto a los ensayos in vitro con cultivos celulares, una vez obtenidos los datos de la
fraccion transportada y retenida de dichos minerales en las muestras de leches
fermentadas, se calcularon los porcentajes de transporte, retencion y captaciéon
(transporte + retencién) del mineral. La eficiencia se calculé teniendo en cuenta la
solubilidad del mineral tras la digestién in vitro y la proporcién que se transporta y capta

del mismo en los experimentos realizados con cultivos celulares.

Previamente a dichos ensayos, fue necesario comprobar que los sobrenadantes no
dafaban el cultivo celular, y una vez sembradas las células en las placas bicamerales,

se comprobd la integridad y confluencia de la monocapa celular.

e Ensayos de viabilidad y actividad metabdlica celular

Tras ensayar los sobrenadantes procedentes de la digestion in vitro (apartado 3.4.) sin
ajustar y ajustados, asi como también a distintas diluciones con la solucion de ajuste, se

obtuvieron los resultados expuestos en la tabla 19.

Las células incubadas con los sobrenadantes ajustados y diluidos 1/2 nunca
presentaron una viabilidad y actividad metabdlica inferior al 85%. Este resultado se
confirmé mediante la realizacion de ensayos de viabilidad con el método del azul tripan,

obteniéndose unos valores medios de 89% de viabilidad.

El dano producido por los sobrenadantes sin ajustar denota la importancia de un ajuste

previo de osmolaridad, HEPES y pH.

Por tanto, los sobrenadantes obtenidos tras la digestién in vitro fueron utilizados en los
ensayos de transporte y captacion de minerales tras ser ajustados (310 mOsm/kg, 50
mM HEPES, pH 7) y diluidos 1/2 en solucién de ajuste.
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Tabla 19. Viabilidad y actividad metabdlica de las células Caco-2 en contacto con los

sobrenadantes procedentes de la digestién in vitro.

Dilucién en Actividad
Viabilidad (%)

solucién de ajuste? metabdlica (%)

Sobrenadantes

1 43,61+0,48 29,39+6,14

Leche fermentada 1/2 46,63+1,78 29,56+5,17

experimental 113 41,7846,25 29,24+0,81

1/5 48,18+3,34 30,86+2,85

1 42 59+0,43 27,26+2,16

Leche fermentada 1/2 43,77+1,23 30,92+8,07
comercial 113 40,55+5,91 35,52+15,54

1/5 43,96+0,34 30,50+6,74

Sobrenadantes ajustados”
1 72,39+10,53 57,23+x14,75
Leche fermentada
) 1/2 100,17+8,98 114,01+27,32
experimental
1/3 107,56+5,51 96,67+9,22
1 82,26+5,01 87,57+15,60
Leche fermentada
. 1/2 93,82+2,83 90,14+13,25
comercial
1/3 93,42+2,88 91,01+11,87

@ Solucion de ajuste: glucosa, HEPES, NaCl
® Ajuste a 310 mOsm/kg, 50 mM HEPES y pH 7

161



Capitulo 1l

e Integridad y confluencia de la monocapa

El aumento de la TEER a lo largo de los 21 dias de cultivo tras la siembra de las
células, se representa en la figura 27. Las monocapas utilizadas en los ensayos
siempre alcanzaron valores mayores de 700 Q.cm?.
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Figura 27. Aumento de la TEER en funcion del tiempo.

El descenso del transporte de rojo fenol a lo largo de los 21 dias de cultivo tras la
siembra de las células, se representa en la figura 28. Las monocapas con
porcentajes de transporte superiores al 5% fueron rechazadas para la realizacion de

los ensayos, los valores medios alcanzados se aproximaron al 3% de transporte.

[
[}

/
//
/

Transporte de rojo fenol {%/h)
=
(=]

o N B O ®

0 5 10 15 20 25

Dias de cultivo

Figura 28. Transporte de rojo fenol en funcion del tiempo.
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Una vez ajustados y diluidos los sobrenadantes, y comprobada la integridad y
confluencia de la monocapa, se procedid6 a la realizacion de los ensayos de

biodisponibilidad, y a la determinacion de minerales en las distintas fracciones.

e Calcio

Con respecto a la biodisponibilidad in vitro del Ca, en el presente estudio las leches

fermentadas control y experimental mostraron mayor solubilidad y dializabilidad frente a
las comerciales, existiendo diferencias estadisticamente significativas en la fraccion
soluble (p<0,001), porcentaje de solubilidad (p<0,001) y fraccion dializable (p<0,01 en el

caso de la leche fermentada control y p<0,05 en la experimental).

Estos datos coinciden con un estudio previo en el que nuestro grupo de investigacion
observé una mayor dializabilidad de Ca en leches fermentadas con L. fermentum D3
desarrolladas experimentalmente, frente a leches fermentadas comerciales (Bergillos-
Meca y col., 2013).

Los datos obtenidos para este mineral se recogen en las tablas 20 y 21, y su

biodisponibilidad se esquematiza en la figura 29.

Tras estudiar la biodisponibilidad en cultivos celulares, se observé que en el caso de las

dos leches fermentadas elaboradas en el presente estudio se transporté una cantidad
de Ca significativamente mayor frente a las comerciales. En cuanto a la eficiencia del
transporte, se observaron datos superiores en las leches fermentadas control y
experimental que en las comerciales, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas (figura 29). Al comparar la leche fermentada experimental frente a la leche
fermentada control, se encontré una retencion de Ca significativamente superior,

probablemente por efecto del probidtico.

Ademas, en la leche fermentada experimental, se observé un valor de Ca captado y una
eficiencia de la captacion significativamente superior que en las comerciales. En el caso
de la leche fermentada control no se observaron diferencias significativas. Por tanto,
podemos considerar que la leche fermentada experimental con L. plantarum C4
incrementa la biodisponibilidad, en comparacion con las leches de cabra fermentadas

disponibles en el mercado.
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Tabla 20. Concentracion de calcio en las fracciones solubles y dializadas tras la digestion in vitro de las leches

fermentadas (LF).

Fraccion soluble (ug/g) Solubilidad (%) Fraccion dializada (ug/g) Dializabilidad (%)
LF control (n=10) 1273,56+59,88*** 77,63+3,92%** 538,83+72,12** 32,93+4,57
LF experimental (n=10) 1305,68+78,75*** 79,64+5,36*** 540,80+92,86* 33,01+5,81
LF comerciales (n=5) 785,124251,90 62,07+17,46 432,05+103,77 31,6616,22

Diferencias estadisticamente significativas respecto a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Tabla 21. Retencidn, transporte y captacion de calcio en las leches fermentadas (LF) tras los ensayos con células Caco-2.

Ca Retencion Transporte Captacién
afiadido
(10) (ug) (%) (ug) (%) Eficiencia (%) (ug) (%) Eficiencia (%)
LF control (n=6) 220,20 0,57+0,45 0,26+0,21 5,810,872  2,64+0,39 2,05+0,31 6,55+0,57 2,97+0,26 2,31+0,20

LF experimental (n=6) 207,60 | 3,60+51%° 1,74:0,73*° | 523+1,24®  2,5240,60 2,010,448 | 9,23+228*°  445+1,10  3,540,87*°

LF comercial (n=6) 147,63 1,85+1,93 1,28+1,35 4,07+0,36 2,78+0,28 1,65+0,52 5,94+1,89 4,12+1,35 2,26+0,87

a Respecto a LF comerciales. b Respecto a LF control. *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 29. Biodisponibilidad in vitro de calcio en las leches fermentadas (LF).

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

La tabla 22 muestra los datos bibliograficos de biodisponibilidad de Ca in vitro en

productos lacteos, concordando con nuestros resultados, si bien los datos en leches

fermentadas de cabra son muy escasos.

Tabla 22. Biodisponibilidad de calcio en leche y derivados lacteos. Datos obtenidos por

otros autores.

Tipo de muestra Biodisponibilidad (%) Método Referencia
Bebidas de fruta (base leche entera) 93,50-99,29 Cilla
) Solubilidad
Bebidas de fruta (base leche desnatada) 84,43-99,39 y col., 2011
Remeuf
Leche de cabra 30-38 Solubilidad
y col., 1993
Leche UHT 63,2+2,40 Seiquer
Solubilidad
Leche sobrecalentada 48,31+2,46 y col., 2010
LF de cabra con L. fermentum D3 39,60+9,28 Bergillos-Meca
Dializabilidad
LF comerciales 24,71+7,78 y col., 2013
Leche humana 19,6+1,1
) ) Bosscher
Formula infantil 13,5£0,3 Dializabilidad
) - y col., 2003
Formula infantil + fibra 11,7-17,2
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Tabla 22. Continuacion.

Yogur 42 17-42,44
Yogur enriquecido en Fe 42,05-46,31 Drago
o Dializabilidad
Leche acidificada 42,63-43,20 y col., 2002
Leche acidificada enriquecida en Fe 42,27-46,88
. . S Drago
Yogur enriquecido en Fe 34,97-46,31 Dializabilidad
y col., 2008
Leche entera 25,87+2,35
Leche desnatada 28,19+2,35 Gilfem
Dializabilidad
Leche + Ca 19,76+2,35 y col., 2005
Leche crecimiento 26,72+2,35
Pérez-Llamas
Férmulas infantiles a base de leche 11,0-13,0 Dializabilidad
y col., 2001
Férmulas infantiles 12 Pérez-Llamas
Dializabilidad
Formulas con proteinas hidrolizadas 34 y col., 2003
Roig
Férmulas a base de leche 4,3-28,2 Dializabilidad
y col., 1999
Shen
Férmulas a base de leche 6,7 Dializabilidad
y col., 1994
Bebidas de fruta (base leche entera) 11,35-16,54 Linea celular Cilla
Bebidas de fruta (base leche desnatada) 11,50-19,8 Caco-2 y col., 2011
Linea celular Jovani
Férmulas a base de leche 5,94-7,24
Caco-2 y col., 2001

Cabe destacar que sélo una pequefia proporcion de mineral soluble fue absorbido por
las células Caco-2, hecho que ya habian observado Cilla y col. (2011). Esto refleja la
enorme diferencia existente entre los datos obtenidos mediante ensayos de digestion in
vitro y los realmente absorbidos por los enterocitos, y demuestra que los porcentajes de
solubilidad y dializabilidad son sélo estimaciones de la biodisponibilidad mineral. La
combinacién de ambos modelos es necesaria para entender mejor el proceso de

absorcion mineral en el organismo.
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En la leche, hay un equilibrio del Ca entre las fases micelares y la acuosa. Cuando se
produce una acidificacion (como ocurre con la fermentacién de la lactosa a acido

lactico), éste se solubiliza y pasa a hacia la fase acuosa (Moreno y col., 2013).

Bergillos-Meca y col. (2013) sugirieron que la biodisponibilidad de Ca, Mg y P en leche
fermentada de cabra probablemente estaba aumentada debido al efecto fermentador
ejercido por la cepa L. fermentum D3. Explicaron que ésta podria aumentar los niveles
de sustancias quelantes en la leche de cabra, como caseinfosfopéptidos y/o acidos
grasos de cadena corta, que son capaces de mantener estos minerales en forma

soluble. De forma similar podria comportarse L. plantarum C4.

Pérez-Conesa y col. (2006) encontraron que los probiéticos Bifidobacterium longum y
Bifidobacterium bifidum disminuyen el pH, y provocan que la absorcion del Ca se
incremente. De la misma forma, se ha descrito que la cepa Lactobacillus salivarius
UCC118 incremento la captacion de Ca en células Caco-2, y que se veia favorecida por
la presencia de prebioticos (Gilman y col., 2006). Estas bacterias pueden generar en el
intestino grueso subproductos como acidos grasos de cadena corta y otros acidos
organicos que contribuyen a reducir el pH luminal y a aumentar la cantidad de Ca

soluble, incrementando asi su absorcion.

Se ha descrito que los &acidos grasos de cadena corta también pueden influir
directamente en la ruta transcelular modificando el cambio de H* intracelular por Ca*

presente en el colon (Cashman, 2003).

El mecanismo por el que algunos probidticos aumentan el transporte transepitelial y la
captacion de Ca no esta claro; Brassart y col. (1998) concluyeron que ciertos
microorganismos disminuyen el pH en el entorno de las células Caco-2, esto podria
incrementar la solubilidad del Ca. Dunne y col. (2001) explicaron que la induccién de
estos cambios también depende de la capacidad de adhesion de los microorganismos a
las células. En el presente trabajo la cepa L. plantarum C4 mostré propiedades de

adhesion deseadas (Capitulo V).

Otra explicacion es que la bacteria influya directamente en la absorcion del Ca
modulando la funcién celular de las Caco-2; Mack y col. (2003) describieron que algunas
cepas de Lactobacillus pueden incrementar la transcripcion y translacion de proteinas
para la captacion de Ca en la superficie apical. Encontraron una captacion aumentada,
pero no observaron un mayor transporte. Destacaron por ello, la necesidad de llevar a

cabo mas estudios en esta area poco investigada.
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Jovani y col. (2001) estimaron la biodisponibilidad de Ca, Fe y Zn en férmulas infantiles
empleando el modelo de digestion in vitro y la linea celular Caco-2. Tras estudiar la
captacién mineral en digeridos de dichas formulas y en soluciones estandar de
minerales, sugirieron la presencia de ciertos componentes en los digeridos que
aumentaban la absorcion mineral. Observaron que la absorcion de Ca incremento con la
cantidad de elemento presente, coincidiendo con otros autores como Roig y col. (1999)
(tabla 22).

Por otro lado, Cilla y col. (2011) estudiaron la biodisponibilidad mineral en bebidas de
fruta a base de leche entera y leche desnatada, empleando el método de solubilidad y
transporte con células Caco-2, y observaron que la biodisponibilidad fue mayor en las
bebidas a base de leche desnatada, aunque no encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

Numerosos estudios en animales han mostrado que los fosfopéptidos de la caseina, que
son liberados durante la digestion de la misma, aumentan la absorcion de Ca en el
intestino (FitzGerald, 1998; Jovani y col., 2001; McKinnon y col., 2010). Estos podrian
incrementar la solubilidad del Ca uniéndose a él en el intestino delgado y manteniéndolo
en forma soluble; de modo que un incremento en la caseina de la dieta podria estimular
la biodisponibilidad de Ca. McKinnon y col. (2010) estudiaron dicha hipétesis en ratas y
efectivamente observaron que la leche de cabra con mayor concentracion de caseina
que la de vaca incrementd la absorcion de Ca. Suplementar la leche con
caseinfosfopéptidos podria tener importantes beneficios en la biodisponibilidad del Ca, y

por tanto, en el valor nutricional de las leches fermentadas (De la Fuente y col., 2003).

En los ultimos afios se ha despertado gran interés por determinados péptidos bioactivos
presentes en la leche, ya que ademas de su interés nutricional han mostrado
propiedades inmunomoduladoras, antimicrobianas, antihipertensivas y antitrombdéticas.
Estos pueden producirse durante la digestion normal de la caseina en el tracto
gastrointestinal, en la fermentacién microbiana de la leche, o mediante hidrdlisis por

enzimas proteoliticas (Moreno y col., 2013).

Atendiendo a estos resultados, podriamos considerar que el aumento de la
biodisponibilidad de Ca en las leches fermentadas experimental y control también puede

ser debido a la concentracion de la caseina mediante el proceso de ultrafiltracion.

Aunque se han llevado a cabo diversos estudios sobre la biodisponibilidad de Ca en
productos lacteos, tanto in vitro como in vivo, demostrando que la leche de cabra

aumenta la absorcion y utilizacion del mismo frente a la de vaca (Campos y col., 2003;
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Pérez-Conesa y col., 2006), pocos son los estudios con células Caco-2. De forma que el
estudio realizado es novedoso y de gran interés, ya que aporta nuevos datos y

contribuye a un mejor entendimiento del proceso de absorcion mineral.

e Magnesio

Tras el estudio de la biodisponibilidad in vitro de Mg, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre las leches fermentadas control y experimental, y en
ambas fue superior que en leches fermentadas comerciales. En el caso de la leche
fermentada control, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
solubilidad, fraccion dializada y dializabilidad (p<0,05), mientras que la leche fermentada
experimental mostré ser mas soluble (p<0,01) y presentd una mayor fraccion dializada

(p<0,05) que las comerciales.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion, la biodisponibilidad in
vitro de Mg también fue superior en la leche fermentada experimental con L. fermentum
D3 frente a las comerciales, aunque sélo se observd una tendencia a la significacion

(Bergillos-Meca y col., 2013).

Los datos obtenidos para este mineral se recogen en las tablas 23 y 24, y su

biodisponibilidad se esquematiza en la figura 30.

En lo que respecta a la biodisponibilidad empleando la linea celular Caco-2, los mayores

valores tanto de transporte y captacion como de eficiencias de transporte y captacion se
presentaron en la leche fermentada experimental, aunque no fueron estadisticamente

significativos.

La leche fermentada control mostré6 una eficiencia del transporte significativamente
mayor frente a las comerciales, mientras que en el caso de la leche fermentada
experimental se observé una tendencia a la significacién. Este resultado es de gran
interés, ya que nos muestra una mayor biodisponibilidad en células Caco-2 del Mg en

las leches fermentadas elaboradas.

Estos valores demuestran una vez mas que no todo el mineral soluble se absorbe por
células Caco-2, sino que sélo lo hace una pequena proporcién. Si bien no hay datos de
biodisponibilidad de Mg con la linea celular, esto ha sido observado para otros minerales
(Jovani y col., 2001; Perales y col., 2006; Cilla y col., 2011).
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Tabla 23. Concentracion de magnesio en las fracciones solubles y dializadas tras la digestion in vitro de las

leches fermentadas (LF).

Fraccion soluble (ug/g) Solubilidad (%) Fraccién dializada (ug/g) Dializabilidad (%)

LF control (n=10) 121,06+3,99 76,92+2,67* 65,2448,23* 41,57+5,42*
LF experimental (n=10) 122,81+6,27 78,70+£3,95** 64,58+7,45* 41,53+5,10
LF comerciales (n=5) 101,84+33,52 68,32+17,83 53,4845,97 33,17+9,44

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01.

Tabla 24. Retencion, transporte y captacion de magnesio en las leches fermentadas (LF) tras los ensayos con células Caco-2.

Mg Retencion Transporte Captacion
afadido
(ug) (ug) (%) (ug) (%) Eficiencia (%) (Mg) (%) Eficiencia (%)
LF control (n=6) 25,31 0,22+0,31 0,88+1,21 | 5,77+2,85 22,79+11,26 17,53+8,66** 6,33+2,74 25,02+10,83 19,24+8,33
LF experimental (n=6) 23,84 0,68+0,16 2,85+0,68 | 5,52+3,43 23,15+14,39 18,22+11,32 6,60+3,98 27,70+16,69  21,80+13,13
LF comercial (n=6) 23,14 1,04+0,74 4,21+2,58 | 3,05+0,85 13,38+4,11 8,45+3,99 4,64+1,37 18,56+4,59 12,4545,05

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 30. Biodisponibilidad in vitro de magnesio en las leches fermentadas (LF).

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01.

Aunque son reducidos los datos bibliograficos de biodisponibilidad de Mg en derivados

lacteos, la tabla 25 muestra los obtenidos por otros autores.

Tabla 25. Biodisponibilidad de magnesio en leche y derivados lacteos. Datos obtenidos

por otros autores.

Tipo de muestra Biodisponibilidad (%) Método Referencia
Remeuf
Leche de cabra 66 Solubilidad
y col., 1993
LF de cabracon L. fermentum D3 36,22+6,70 Bergillos-Meca
Dializabilidad
LF comerciales 29,31+8,21 y col., 2013
Férmulas infantiles a base de Pérez-Llamas
24,5-26,6 Dializabilidad
leche y col., 2001
Férmulas infantiles
26 Pérez-Llamas
Férmulas con proteinas Dializabilidad
35 y col., 2003

hidrolizadas

Aunque el Mg en los lacteos no es tan abundante como el Ca o el P, también se
distribuye entre las micelas de caseina y la fase acuosa, dependiendo del pH del medio,

y solubilizandose en la fase acuosa cuando la leche se acidifica (Moreno y col., 2013).
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Pantako y col. (1992) publicaron que el comienzo de la absorcion de Mg es mas rapido
con dietas ricas en caseinas de leche, principalmente B-caseinas, en comparacion con
dietas ricas en proteinas del lactosuero, demostrando la importancia de los productos
lacteos en la biodisponibilidad de este mineral. Explicaron que los yogures elaborados
con adicion de caseinas podrian incrementar la absorcion de Mg. Por lo que podemos
considerar en nuestro caso, que la concentracion de caseinas mediante la ultrafiltracion

puede favorecer la biodisponibilidad del mismo.

Diversos autores han estudiado la biodisponibilidad de Mg in vivo con ratas, y han
encontrado valores superiores en el caso de leche de cabra frente a leche de vaca
(Lépez-Aliaga y col., 2003, 2010; Pérez-Conesa y col., 2006). Estos ultimos sugirieron
que el alto contenido de ligandos como citratos podria ayudar a mantener el mineral

mas soluble.

e Fosforo

En lo que respecta a la biodisponibilidad in vitro del P, en el presente estudio se observé

que tanto la leche fermentada control como la experimental presentaron mayores
valores que las comerciales, existiendo diferencias estadisticamente significativas en el

porcentaje de didlisis en ambos casos (p<0,05 y p<0,001, respectivamente).

Estos resultados coinciden con los obtenidos en un estudio previo en el que la
dializabilidad de P en una leche fermentada experimental con L. fermentum D3 fue
significativamente superior que en las leches fermentadas comerciales, probablemente
gracias a la alta concentracion de sustancias quelantes capaces de mantener el mineral

en forma soluble (Bergillos-Meca y col., 2013).

Ademas, al comparar la leche fermentada control y la experimental encontramos que
esta ultima presentd mayor biodisponibilidad in vitro de P, existiendo diferencias
significativas en la solubilidad; dicha cepa podria favorecer la absorcion de este mineral.
Esta observacion coincide con anteriores estudios, que sugieren que la absorcion podria
verse aumentada gracias a que la cepa podria incrementar ciertas sustancias que

mantienen el mineral en forma soluble (Gilman y col., 2006; Bergillos-Meca y col., 2013).

Los datos obtenidos para este mineral se recogen en la tabla 26, y su biodisponibilidad

se esquematiza en la figura 31.
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Tabla 26. Concentracion de fosforo en las fracciones solubles y dializadas tras la

digestion in vitro de las leches fermentadas (LF).

Fraccién soluble

Solubilidad Fraccién dializada Dializabilidad

(Mg/g) (%) (Mg/g) (%)

LF control a
(n=10) 638,96+92,41 69,99+10,33 335,55+88,97 40,84+6,84**
n:
LF experimental b a
(n=10) 630,39+99,36 79,05+4,71* 366,29+54,94 46,93+8,68***
n=
LF comerciales

506,94+240,10 67,84+26,94 297,43+121,30 26,88+8,88

(n=5)

a Respecto a LF comerciales. b Respecto a LF control. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 31. Biodisponibilidad in vitro de fosforo en las leches fermentadas (LF).

a Respecto a LF comerciales. b Respecto a LF control. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Al igual que el Ca y el Mg, la disminucion de pH en los procesos de fermentacion, puede

dar lugar a la transferencia del P de la fase micelar hacia la soluble (Moreno y col.,

2013).

Se ha afirmado que la leche de cabra es una excelente fuente de P biodisponible

(Guéguen y col., 1997). Diversos autores han estudiado la biodisponibilidad de P en

productos lacteos. Sin embargo, no existen tantos datos como en el caso del Ca o el Zn.

La tabla 27 muestra los datos de biodisponibilidad mineral in vitro en productos lacteos,

obtenidos por otros autores en estudios recientes.
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Pérez-Llamas y col. (2001) determinaron la biodisponibilidad in vitro de P en férmulas
infantiles a base de proteina de leche de vaca; observaron que el porcentaje dializado
era diferente en funcion del fabricante y reportaron una mayor fraccion dializada de P en
las férmulas a base de leche, frente a aquellas a base de soja. Posteriormente,
estudiaron el efecto de la hidrélisis proteica en férmulas infantiles y encontraron un
aumento en la biodisponibilidad in vitro de P, frente a formulas convencionales (Pérez-
Llamas y col., 2003).

En general, la biodisponibilidad de este mineral se ha estudiado empleando métodos in
vitro. En lo que respecta a métodos in vivo, se ha observado una mejor absorcién y
utilizacion de P en leche de cabra frente a leche de vaca (Campos y col., 2003; Pérez-
Conesa., 2006).

Tabla 27. Biodisponibilidad de fésforo en leche y derivados lacteos. Datos obtenidos

por otros autores.

Tipo de muestra Biodisponibilidad (%) Método Referencia
Bebidas de fruta (base leche entera) 88,64-97,54 Cilla
; Solubilidad
Bebidas de fruta (base leche desnatada) 84,65-99,25 y col., 2011
Remeuf
Leche de cabra 39 Solubilidad
y col., 1993
LF de cabra con L. fermentum D3 74,2319,36 Bergillos-Meca
. Dializabilidad
LF comerciales 61,37+£15,10 y col., 2013
Pérez-Llamas
Férmulas infantiles a base de leche 40,3-46,6 Dializabilidad
y col., 2001
Formulas infantiles 38 Pérez-Llamas
Dializabilidad
Férmulas con proteinas hidrolizadas 44 y col., 2003
Bebidas de fruta (base leche entera) 16,81-40,13 Linea celular Cilla
Bebidas de fruta (base leche desnatada) 15,12-32,21 Caco-2 y col., 2011
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e Zinc

En el caso de la biodisponibilidad in vitro del Zn, se observé un mayor valor de

dializabilidad en la leche fermentada experimental que en la control, pero no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Aun asi, tanto la leche fermentada control como la experimental presentaron una
biodisponibilidad in vitro superior con respecto a las leches fermentadas comerciales,
existiendo diferencias significativas en la fraccién soluble y dializada y en el porcentaje
de dializabilidad de ambas dos. En el caso de la control, la solubilidad también fue

significativamente mayor frente a las comerciales.

Estas observaciones coinciden con los datos aportados en estudios previos de nuestro
grupo, en los que se encontré6 mayor dializabilidad de Zn en una leche de cabra
fermentada experimental utilizando como probidtico la cepa L. fermentum D3, en
comparacion con leches fermentadas comerciales (Bergillos-Meca y col., 2013). Aunque
el mecanismo mediante el que los microorganismos probiodticos pueden favorecer la
absorcién mineral no esta del todo claro, se describidé que podria ser debido a que éstos
pueden incrementar los niveles de ciertas sustancias que ligan el mineral y lo mantienen

en forma soluble.

Los datos obtenidos para este mineral se recogen en las tablas 28 y 29, y su

biodisponibilidad se esquematiza en la figura 32.

En lo que respecta a la biodisponibilidad en células Caco-2, se observé un porcentaje de

transporte significativamente menor en la leche fermentada control frente a las
comerciales. A pesar de ello, la eficiencia del transporte y de la captacién, datos que
estiman de forma mas realista la absorcion del mineral, fueron superiores en las leches
fermentadas elaboradas experimentalmente, en comparacion con las comerciales,

aunque sin diferencias estadisticamente significativas.

Aunque los valores de la eficiencia de captacion de Zn por la linea celular Caco-2 fueron
bajos, representando sdélo una pequena proporcion de la fraccién soluble o bioaccesible,
son similares a algunos datos descritos por otros autores. Por ejemplo, Jovani y col.
(2001) determinaron la biodisponibilidad de este mineral en férmulas a base de leche

utilizando células Caco-2 y observaron una biodisponibilidad de 9,02 - 12,62%.

Perales y col. (2006) estudiaron la biodisponibilidad in vitro de Zn en férmulas infantiles;
observaron valores de captacion que variaron desde 8,8% en formulas adaptadas

suplementadas con lactato ferroso hasta 47,3% en formulas con Bifidobacterium.
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Tabla 28. Concentracion de zinc en las fracciones solubles y dializadas tras la digestion in

fermentadas (LF).

vitro de las leches

Fraccion soluble (ug/g) Solubilidad (%) Fraccion dializada (ug/g)

Dializabilidad (%)

LF control (n=10) 4,53+0,50*** 76,65+8,89** 2,50+0,73**
LF experimental (n=10) 4,10+£0,51** 70,01+8,12 2,65+1,08*
LF comerciales (n=5) 2,86+1,37 57,60+23,57 1,2410,62

43,56+12,54*

51,99£12,21**

26,88+15,53

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01.

Tabla 29. Retencion, transporte y captacion de zinc en las leches fermentadas (LF) tras los ensayos con células Caco-2.

Zn Retencion Transporte Captacion
afiadido
(19) (ug) (%) (ug) (%) Eficiencia (%) (Mg) (%) Eficiencia (%)
LF control (n=6) 0,79 0,075+£0,013  11,30+3,37 | 0,045+0,008 5,70+1,03* 4,37+0,79 0,13+0,01 16,02+1,27 12,28+0,97
LF experimental (n=6) 0,70 0,041+0,026  9,55+3,45 | 0,045+0,006 6,38+0,84 4,47+0,59 0,10+0,02 14,38+3,38 10,07+2,37
LF comercial (n=6) 0,51 0,052+0,035 10,9946,83 | 0,039+0,004  7,96+1,99 4,11+2,06 0,09+0,04 18,47+7,81 8,44+6,20

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05.
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Figura 32. Biodisponibilidad in vitro de zinc en las leches fermentadas (LF).

Diferencias estadisticamente significativas frente a LF comerciales. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01.

En la tabla 30 se muestran los datos de biodisponibilidad de Zn in vitro en productos

lacteos, obtenidos por otros autores.

Tabla 30. Biodisponibilidad de zinc en leche y derivados lacteos. Datos obtenidos por

otros autores.

Tipo de muestra Biodisponibilidad (%) Método Referencia
; Cabrera
Derivados lacteos 60,5+15,5 Solubilidad
y col., 1996
) ) Perales
Férmulas infantiles 51,8-92,9 Solubilidad
y col., 2006
LF de cabra con L. fermentum D3 41,01+8,44 Bergillos-Meca
) Dializabilidad
LF comerciales 29,97+8,05 y col., 2013
Leche humana 48,214 1
. . Bosscher
Férmula infantil 9,3+0,5 Dializabilidad
) y col., 2003
Férmulas + fibra 7,0-12,2
Yogur 43,51-46,40
Yogur enriquecido en Fe 38,36-45,99 Drago
o Dializabilidad
Leche acidificada 33,53-34,99 y col., 2002
Leche acidificada enriquecida en Fe 20,81-31,34
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Tabla 30. Continuacion.

. . o Drago
Yogur enriquecido en Fe 38,36-63,02 Dializabilidad
y col., 2008
) ) Garcia
Formulas infantiles 2,2-28,7 Dializabilidad
y col., 1998
_ ) Perales
Férmulas infantiles 9,4-51,7 Dializabilidad
y col., 2006
. . : Pérez-Llamas
Formulas infantiles a base de leche 8,0-9,7 Dializabilidad

y col., 2001

Férmulas infantiles ]
Pérez-Llamas

Férmulas con proteinas Dializabilidad
. . 18 y col., 2003
hidrolizadas
Shen
Férmulas a base de leche 10,2 Dializabilidad
y col., 1994
Linea celular Jovani
Férmulas a base de leche 9,02-12,62
Caco-2 y col., 2001
. _ S e Linea celular Perales
Formulas infantiles ) ) Caco-2 y col., 2006

Perales y col. (2006) observaron que las fracciones solubles presentaron mas cantidad
de Zn que las dializadas en férmulas infantiles. Explicaron que, como era de esperar,
bajo las condiciones aplicadas en los ensayos de dialisis, s6lo los compuestos de Zn
mas pequefnos que el tamafo de poro de la membrana fueron dializados. Estas
observaciones coinciden con nuestros resultados, pues la dializabilidad siempre fue

menor que la solubilidad no sélo del Zn, sino también en el caso de Ca, Mgy P.

Estos autores observaron una mayor solubilidad, transporte y captacion de Zn en
féormulas con mayor contenido en caseina, explicando que los caseinfosfopéptidos
resultantes de la hidrélisis de caseina se pueden unir a cationes divalentes como el Zn,
formando complejos solubles y aumentando la proporcion de Zn biodisponible. De la
misma forma, Seiquer y col. (2000) concluyeron que el tratamiento térmico ejerce un
efecto negativo en la biodisponibilidad de Zn porque altera la estructura de la caseina,
de forma que ésta no forma complejos solubles con dicho mineral y la captaciéon por los

enterocitos se ve disminuida.
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De la Fuente y col. (2003) explicaron que la distribucion de Ca, Mg, P y Zn en leche
fermentada es muy distinta que en leche, observando que los elementos asociados con
caseina son redistribuidos durante la elaboracion. El notable incremento de minerales

solubles podria favorecer su absorcion.

Se ha descrito que la fermentacién de la leche con S. thermphilus o L. bulgaricus
aumentd la biodisponibilidad del Zn en comparacion con la leche de partida (Van Dael y
col., 1993). Una explicacion es que el bajo pH del yogur podria favorecer la union del Zn
soluble a ligandos de bajo peso molecular que facilitan su transporte a través del tracto
gastrointestinal, o prevenir la unién de este mineral a sustancias quelantes que

disminuirian su absorcién (Shen y col., 1995).

La leche de cabra y sus derivados fermentados han presentado mayores valores de
biodisponibilidad in vitro frente a las de vaca y oveja (Shen y col., 1995; Bergillos-Meca y
col., 2013). También se ha observado mayor biodisponibilidad de Zn en leche de cabra
frente a leche de vaca en estudios in vivo con ratas y lechones, demostrando asi que la
leche de cabra tiene un importante efecto beneficioso sobre la biodisponibilidad de este

mineral (Alférez y col., 2003; Barrionuevo y col., 2003; Rutherfurd y col., 2006).

Aunque son necesarias futuras investigaciones, estos datos preliminares parecen
demostrar una mayor biodisponibilidad in vitro de Ca, Mg, P y Zn en la leche fermentada
experimental, en comparacion con otras leches de cabra fermentadas comerciales,
debido a la concentracion de la leche por ultrafiltracion y posiblemente a la actividad del
probiotico L. plantarum C4, que favorece la solubilidad, dializabilidad y captacién de

algunos de estos minerales.
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5.CONCLUSIONES







1.

3.

Capitulo 11

El contenido de Ca, P y Zn en la leche fermentada experimental es superior al
de las comerciales, ya que el proceso de ultrafiltracién concentra la fraccién

de estos minerales unida a caseinas.

Los datos aportados proporcionan informacion util sobre la composicion
mineral de leches de cabra fermentadas, de la que no se dispone en las

tablas de composicion de alimentos ni en las bases de datos nutricionales.

Se observa un incremento en la solubilidad, dializabilidad y captacion celular
de los minerales estudiados en la leche fermentada experimental frente a las
comerciales. Posiblemente debido al pH final del producto y al mayor
contenido en caseina, que facilita la generaciéon de péptidos bioactivos. Este
ultimo aspecto es objeto de estudio en otra Tesis Doctoral integrada en el

proyecto.

Conclusions

1.

2.

3.

The level of Ca, P and Zn in the experimental fermented milk is higher than in
the commercial ones, as the ultrafiltration process concentrates these minerals

fraction associated with caseins.

These data provide useful information about mineral composition in fermented
goat’s milks, which is not available in the composition tables of foodstuffs and

in nutritional databases.

An increase in solubility, dialyzability and cellular uptake of the studied
minerals is observed in the experimental fermented milk, in comparison with
the commercial ones. Probably due to the final pH of the product and the
major casein level, which favours the generation of bioactive peptides. The

latter aspect is studied in another Doctoral Thesis associated to the project.
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1.1.Barreraintestinal

La mucosa intestinal consiste en una capa de células epiteliales que representa la
principal barrera para la absorcién de nutrientes, farmacos y, en general, moléculas
presentes en la luz intestinal. El epitelio intestinal esta compuesto por diferentes tipos
de células formando vellosidades, siendo las mas abundantes los enterocitos o
células epiteliales absortivas. Estas se forman en las criptas y se diferencian durante
la migracién hacia la parte superior de las vellosidades en un periodo de tres a cinco
dias. Durante la diferenciacion, las células adoptan una apariencia columnair,
desarrollan microvellosidades en sus superficies apicales y forman uniones estrechas
con las células vecinas. Cuando los enterocitos diferenciados alcanzan la cumbre de
las vellosidades, se desprenden en el lumen intestinal. Ademas, en las vellosidades
existen células caliciformes (productoras de mucina) y células-M en las placas de
Peyer (figura 33) (Laitinen, 2006; Frontela, 2007).

LUMEN

Celulas epiteliales INTESTINAL

absortivas

Microvellosidades

N7
o [ A5

N

Células
caliciformes

| Célulat \ Célula2

Microvellosidades

Vaso linfatico

Uniones Filamentos de actina

Ocludina A
estrechas ymiosina

Figura 33. Estructura de una vellosidad intestinal y complejo de unién entre células

epiteliales.
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Todas estas células forman una barrera de proteccion a través de diferentes uniones
intercelulares. Dichas uniones se componen de distintas estructuras; desmosomas
qgue unen las células por filamentos intermedios, uniones adherentes que mantienen
las células adyacentes juntas mediante moléculas de adhesion dependientes de
calcio unidas a filamentos de actina y miosina, y uniones estrechas (figura 33). Estas
ultimas, que son los componentes mas apicales del complejo de unién, son
estructuras complejas que constan de proteinas transmembrana, y son responsables

de la integridad y permeabilidad del epitelio (Ulluwishewa y col., 2011).

Todas estas células no son Unicamente responsables del transporte de nutrientes,
sino que hacen del epitelio intestinal una barrera defensiva contra los contenidos
intestinales y el medio ambiente en general, permitiendo la entrada de determinadas
moléculas para la nutricion del organismo y programando el sistema inmune de la
mucosa, pero excluyendo a la vez toxinas y gran parte de microorganismos. Por
tanto, una barrera epitelial intestinal intacta es esencial para prevenir la penetracion

de antigenos luminales.

Dicho epitelio es constantemente renovado por nuevas células provenientes de
células madre, este proceso de renovacion dura de cinco a siete dias y permite a las
células epiteliales funcionar con gran eficiencia metabdlica. Sin embargo, esta
renovacion celular supone un reto para la barrera intestinal. Es bien conocido que la
alteracion de este sistema de defensa de la barrera, manifestada por un aumento en
la permeabilidad intestinal, juega un importante papel en la patogénesis de ciertas
enfermedades del intestino de naturaleza inmunitaria, como enfermedades
inflamatorias intestinales cronicas y fallos en multiples érganos, asi como también de

cancer de colon (Frontela y col., 2010; Watson y col., 2012).

1.2.Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) comprende un grupo heterogéneo de
enfermedades crénicas. Las mas conocidas son la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa. El cuadro sintomatico comun comprende dolor abdominal, diarrea,
obstruccién intestinal, calambres abdominales, fiebre, heces sanguinolentas o
pérdida de peso, y se asocia frecuentemente a otros procesos como artritis y
complicaciones obstétricas. En la colitis ulcerosa, la respuesta inflamatoria esta
confinada en la mucosa y submucosa del colon, mientras que la enfermedad de
Crohn afecta a todo el espesor de la pared del tubo digestivo, desde la mucosa a la

serosa y puede estar afectada cualquier porcion del tracto gastrointestinal, si bien las
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localizaciones mas habituales son el ileon terminal y diversos segmentos del colon
(Cabré y col., 2010).

La incidencia de la Ell ha aumentado en los ultimos anos, afectando del 3 al 15% de
la poblacion y las causas son multifactoriales, incluyendo trastornos inmunes y

predisposicion genética (Cremonini y col., 2005; Frontela y col., 2010).

Los procesos inflamatorios son respuestas fisioldégicas a varios estimulos como
agentes extranos, infecciones o lesiones, para ayudar a restablecer la homeostasis.
Una continua activacién o un fallo en la regulacion de dicha respuesta pueden
resultar en una inflamacién crénica con consecuencias patoldgicas (Davies y col.,
1997; Fiocchi, 2003).

Concretamente a nivel intestinal, el fallo es el resultado de la disfuncion epitelial, de
respuestas inmunes frente a microbiota entérica y de alteraciones de la homeostasis

en respuesta a genes y/o medioambiente (Ferguson y col., 2007; Yapali y col., 2007).

Esta disfuncién esta principalmente caracterizada por la infiltracion de células
inflamatorias en la mucosa intestinal, donde la sobreproduccion de especias reactivas
de oxigeno (ROS) va acompafada de la expresién de un amplio espectro de
citoquinas proinflamatorias y otros mediadores de la inflamacién asociados con la
desregulacion inmune (Conner y col., 1996). Los niveles de estos mediadores
amplifican la respuesta inflamatoria siendo destructivos y contribuyendo a sintomas
clinicos, lo que puede derivar en Ell (Duchmann y col., 1995; Romier y col., 2009;

Frontela-Saseta y col., 2013).

Por tanto, aunque la etiologia no es bien conocida, la hipétesis patogénica mas
aceptada para la Ell sugiere que esta enfermedad es el resultado de una respuesta
inflamatoria anémala, exagerada y sostenida frente a estimulos ambientales (muy
probablemente la microbiota saprofita intestinal, agentes microbianos patdgenos y/o

antigenos alimentarios) en individuos genéticamente predispuestos.

Dicha respuesta cursa con un incremento de mediadores de la inflamacién
(citoquinas, eicosanoides, etc), que son los responsables de las manifestaciones
clinicas. El factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) es una de las citoquinas centrales
en la patogénesis de la inflamacion de la mucosa en la Ell, por lo que ha sido el
objetivo principal de las terapias biolégicas y su bloqueo ha llevado a grandes

avances en el tratamiento de la Ell (Yapali y col., 2007).
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Tras diversas investigaciones, se ha demostrado que el aumento en la permeabilidad
del epitelio intestinal tiene un importante papel en la fisiopatologia de estos

desordenes intestinales.

En la Ell, una permeabilidad alterada aumenta la infiltracién de estimulos
proinflamatorios a las células inmunes subyacentes, lo que provoca cambios en las
uniones intercelulares inducidos por citoquinas, llevando a una disfuncion e
inflamacion de la barrera intestinal. En el caso de la enfermedad de Crohn, los
pacientes tienen una permeabilidad intestinal anormalmente aumentada, y la pérdida
en las uniones intercelulares ha sido propuesta como uno de los principales factores
etiologicos de la enfermedad. Ademas, la permeabilidad del epitelio intestinal esta
también asociada con diabetes, celiaquia, diarrea en pacientes infectados con VIH,
eczema atopico y sensibilidad a ciertos alérgenos de los alimentos, y se observa
también en las primeras etapas del desarrollo de cancer de colon en ratones (Ma y
col., 2004b; Karczewski y col., 2010).

Por tanto, la modulacion de la permeabilidad epitelial es un objetivo mas que
relevante a estudiar para el disefio de nuevos tratamientos preventivos o terapeéuticos

contra este tipo de enfermedades.

En cuanto al tratamiento antiinflamatorio, éste incluye varios farmacos,
frecuentemente asociados con efectos secundarios indeseados (Waldner y col.,
2009). Por tanto, en la actualidad se ha incrementado el interés en el desarrollo de
nuevos agentes que combinen eficacia con pocos efectos adversos, para conseguir
una mejora en la calidad de vida del enfermo, como factores dietéticos o nutricionales
con capacidad de contribuir a la prevencion o incluso tratamiento de los procesos
inflamatorios (Romier-Crouzet y col., 2009; Sergent y col., 2010, Frontela-Saseta y
col., 2013).

La desnutricién proteicoenergética y las alteraciones del estado nutricional de
diversos micronutrientes son complicaciones relevantes que pueden condicionar la

evolucion clinica de estos pacientes (Cabré y col., 2010).

Una de las principales acciones a llevar a cabo es modificar la dieta habitual del
individuo, ya que se ha comprobado que existen ciertos componentes de la misma
que mejoran la sintomatologia de la enfermedad, mientras que hay otros que
conducen a un empeoramiento del cuadro clinico. Recientemente se ha indicado que
el consumo de ciertos probidticos puede ayudar en el tratamiento de la Ell (Anderson
y col., 2010; Donato y col., 2010; Eun y col., 2011; Frontela y col., 2010).
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1.3.Probiéticos

Los probidticos, definidos como “microorganismos vivos que, cuando se administran
en cantidades adecuadas, confieren al huésped un beneficio para la salud”
(FAO/WHO, 2002), tienen un gran numero de efectos beneficiosos en humanos y
animales, incluyendo la estimulacion del sistema inmune, aumento de la
biodisponibilidad de nutrientes, prevencién de la adherencia y establecimiento de
enteropatdgenos, y restauracion de la microbiota alterada (Chian et al.,, 2012;
Bergillos-Meca et al., 2013).

El concepto de probidtico no es nuevo, sin embargo, el requerimiento de que la
bacteria esté intacta y viva a su paso por el tracto gastrointestinal (Gl) podria ser muy
restrictivo, pues recientes investigaciones sugieren que ciertos constituyentes de las
mismas, como ADN o bacteriocinas, dan cuenta de algunos efectos antiinflamatorios

de los probidticos (Isolauri y col., 2004).

Actualmente, hay un considerable interés en la relativa eficacia del uso de cepas
individuales de probidticos, asi como mezclas de diferentes géneros y especies
(Chapman et al.,, 2012). La mayoria de los probidticos pertenecen al género
Lactobacillus, al que se le atribuyen diversos beneficios para la salud. Su utilizacion
se remonta a principios del siglo XX (Nissle, 1925; Rettger y col., 1936) y tienen una
larga y segura historia en la elaboraciéon de los productos lacteos (Vaughan et al.,
1999; Masco et al., 2005).

Aunque los lactobacilos han sido usados por los humanos para diversos propdésitos
como fermentacién de productos vegetales, lacteos y carnicos, en los ultimos afos la

habilidad de éstos para conferir beneficios para la salud ha sido de mayor interés.

Como se detalla en el Capitulo | del presente trabajo, tanto desde el punto de vista
terapéutico como nutricional, el desarrollo de leches fermentadas de cabra con
probiéticos ha sido recomendado en el campo de la produccion de fermentados
lacteos (Martin-Diana y col., 2003). Estos productos podrian proporcionar diversos
beneficios citados anteriormente, entre los que destacan la prevencién y/o mejora de
la EI.

Para llevar a cabo investigaciones que permitan avanzar en el campo de la
alimentacion con probidticos y en especial con lactobacilos, es imprescindible
conocer y entender los mecanismos de accion de los mismos, asi como las

interacciones con el hospedador.
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e Interaccion de Lactobacillus con el epitelio

Las interacciones entre los lactobacilos y el hospedador envuelven una alteracion de
la expresion génica en el epitelio intestinal y las células inmunitarias, con la
subsecuente modulacion de la funcion inmune de la mucosa y sistémica. Los efectos
de los lactobacilos son dependientes de la concentracion, especie y cepa, y estas
bacterias son criticas para establecer una homeostasis inmunolégica en el

hospedador.

Los efectos beneficiosos ejercidos por los lactobacilos en el tratamiento de
enfermedades pueden ser ampliamente clasificados como aquellos efectos que
aparecen debido a la actividad en el intestino grueso y estan relacionados con
colonizacién o inhibicion del crecimiento de patégenos, y aquellos efectos que
aparecen tanto en el intestino delgado como en el grueso, y estan relacionados con

una mejora en la respuesta inmune y en la funciéon de la barrera intestinal.

Gracias a diferentes modelos experimentales se ha demostrado que las cepas de
Lactobacillus difieren en sus mecanismos de accion, y que un simple mecanismo de

accioén no es responsable de sus efectos clinicos.

Si nos centramos en los efectos sobre la barrera epitelial, los lactobacilos estimulan
diversas respuestas de las células que la componen, incluyendo la mejora de la
funcion de barrera (Madsen y col.,, 2001; Resta-Lenert y col.,, 2006), sintesis y
secrecion de mucina (Mack y col., 2003; Otte y col., 2004) y supervivencia celular
(Yan y col., 2002). En cuanto a la barrera intestinal, los lactobacilos pueden influir
sobre ella a través de las uniones estrechas. Por ejemplo, Madsen y col. (2001)
mostraron que una combinacién de probidticos, que contenia Lactobacillus y
Bifidobacterium, era efectiva para mejorar la funciéon de la barrera tanto in vitro con
cultivos celulares, como in vivo. Ademas, encontraron que algunos factores
bioactivos secretados por las cepas incluidas en la mezcla eran efectivos previniendo

la invasion de Salmonella en células epiteliales.

Los lactobacilos también modulan la liberacion de citoquinas de células epiteliales
dependiendo de la dosis y la cepa. Asi, otros investigadores han estudiado la
capacidad de distintas cepas de Lactobacillus de atenuar la secrecién de citoquinas
inflamatorias inducida por TNF-a en células Caco-2, destacando que la dosis correcta
es critica para un uso terapéutico exitoso (Ma y col., 2004a; Zhang y col., 2005;
Nemeth y col., 2006).
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Existe una creciente evidencia cientifica de que la utilidad de los probidticos se ha
extendido no solo a enfermedades intestinales, sino que sus efectos extra-
intestinales inducidos por administracion oral o sistémica han sido demostrados con
éxito en enfermedades crénicas del higado, sindrome de disfuncién organica multiple
y enfermedad autoinmune (Loguercio y col., 2005; Alberda y col., 2007; Matsuzaki,
2007).

Debido a que las interacciones de Lactobacillus con el sistema inmune dependen de
la especie y concentracion de la bacteria y del compartimento inmunoldgico
estudiado, son necesarios futuros estudios que caractericen cuidadosamente las
distintas poblaciones y concentraciones de bacterias especificas en el hospedador,

tanto enfermo como sano.

e Actividad antiinflamatoria de Lactobacillus

La actividad antiinflamatoria de los lactobacilos es un punto importante a destacar,
pues se ha descrito que existe una estrecha relacion entre inflamacion croénica y

cancer (Balkwill y col., 2001; Coussens y col., 2002; Aggarwal y col., 2006).

Se ha demostrado que un incremento excesivo en la respuesta de células T como
TNF-a e interleuquina-1 (IL-1) en tejidos favorece el desarrollo y crecimiento de
tumores, y que la desregulacion de estas respuestas resulta en inflamacion intestinal
cronica y en un mayor riesgo de cancer de colon. Asi, los individuos con Ell tienen un
riesgo incrementado de desarrollar neoplasias en el colon (Campbell y col., 2001;
Vagefiy col., 2005).

Se ha observado que diferentes cepas de lactobacilos tienen efectos
anticancerigenos mediados por una disminucidon en la secrecion de citoquinas
proinflamatorias, que suponen una menor inflamacién del colon y un menor desarrollo
de tumores. Estos resultados indican que la regulacién de la respuesta inflamatoria
por probioticos esta asociada con un reducido riesgo de varios carcinomas
(O’'Mahony y col.,, 2001). Aun asi, Riedel y col. (2006) realizaron un ensayo
produciendo inflamacion con TNF-a y lipopolisacaridos (LPS) y mostraron que los
efectos de las distintas cepas pueden ser especificos dependiendo del agente

causante de la inflamacion.

Por otro lado, se ha visto que Lactobacillus rhamnosus GG previene la apoptosis
celular inducida por citoquinas en ratones y humanos, y puede favorecer la

recuperacion del epitelio tras un dafio agudo (Yan y col., 2002).
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Aunque los probidticos parecen ser beneficiosos con respecto al cancer y
proliferacion celular, se requiere un mayor estudio de los mecanismos de accién, asi
como una identificacién de cepas con caracteristicas deseables. Es imprescindible
evaluar los efectos a largo plazo en la inmunidad del hospedador. El continuo
desarrollo de técnicas celulares y moleculares podria llevar a un mejor entendimiento
de estos mecanismos de probiosis, y a la prevencién y/o tratamiento del cancer con

bacterias beneficiosas.

e Lactobacillus en el tracto gastrointestinal

Los lactobacilos son parte de la microbiota normal del tracto Gl de humanos vy
muchos animales, y se encuentran en menor proporcion en los tractos genital y
respiratorio. Histéricamente, se ha pensado en la microbiota comensal del tracto Gl
como algo benigno, pero los experimentos en tiempos mas recientes usando
modelos animales libres de gérmenes ha mostrado que la microbiota normal tiene
profundos efectos en la fisiologia e inmunologia del hospedador (Xu y col., 2003;
Backhed y col., 2004; Mazmanian y col., 2005).

Tras el nacimiento, el tracto Gl de los vertebrados es estéril, pero es rapidamente
colonizado por bacterias y en los primeros meses de vida la microbiota intestinal
cambia y aumenta en diversidad. La capacidad bioquimica de los microorganismos,
el microambiente determinado por las células del hospedador y los alimentos
disponibles determinaran qué bacterias se convertiran en colonizadoras a largo plazo
(Kassen y col., 2004; Backhed y col., 2005). En el adulto, los organismos que habitan
en el tracto Gl son extremadamente estables y es muy dificil introducir nuevas

especies (Vanhoutte y col., 2006).

Como parte de esta microbiota, se ha estimado que el nimero de lactobacilos se
sitta entre 10-10° bacterias/mL en la cavidad oral, 10° bacterias/mL en el estémago
y 10* bacterias/mL en duoeno y yeyuno. Este nUmero aumenta hasta 10°

bacterias/mL en el ileon y 10° bacterias/mL en el colon (Walter, 2005).

Las funciones de la microbiota intestinal son muy numerosas, incluyendo interaccion
competitiva con patégenos, reduccion en la translocacion bacteriana, produccién de

compuestos antimicrobianos y sefalizacién antiinflamatoria.
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e FEfecto de Lactobacillus en enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome

de intestino irritable y cancer de colon

Como se cita anteriormente, la etiologia de la Ell es compleja, pero el consenso es
qgue se debe a una respuesta inmune exagerada a microbiota entérica en individuos
genéticamente susceptibles (Elson, 2000; Shanahan, 2000). Mientras no existe una
cura médica para la Ell, terapias como farmacos antiinflamatorios, esteroideos y anti-
TNF-a, pueden reducir los signos y sintomas e incluso llevar a una remisién a largo

plazo (Hanauer, 2001; Monteleone y col., 2005).

Existe una gran evidencia de que la microbiota entérica es un componente clave en
el proceso inflamatorio de la Ell, lo que ha llevado a un aumento en el interés de la
modificacion terapéutica de la microbiota entérica con probiéticos y en particular con

cepas de Lactobacillus en el tratamiento de estos pacientes.

En el caso de la enfermedad de Crohn, se han llevado a cabo diversos estudios
incluyendo lactobacilos para el tratamiento, pero los resultados son variables y no
concluyentes, debido probablemente a que son estudios a pequefia escala. Entre
ellos, se ha observado que L. rhamnosus GG mejora la permeabilidad intestinal en

nifios con dicha enfermedad (Gupta y col., 2000).

Con respecto a la colitis ulcerosa, se ha demostrado la eficacia de ciertas cepas de
lactobacilos asi como de una combinacion de probidticos en la remision de la
enfermedad. Ademas, se confirmo la existencia de los mismos en los cultivos fecales
(Venturiy col., 1999; Bibiloni y col., 2005; Zocco y col., 2006).

El uso y eficacia de probidticos en la Ell se confirma gracias a estos y otros estudios.
Sin embargo, serian necesarias mas investigaciones para clarificar cuestiones como
las cepas, las dosis, los tipos de pacientes y si el uso de los probidticos deberia ser

anterior al uso de antibidticos.

El sindrome de intestino irritable (Sll) es el diagnéstico mas frecuente de los
gastroenterdlogos. Su etiologia es desconocida pero uno de los mecanismos
supuestos es una perturbacion de la microbiota intestinal. Esto ha llevado también a
un mayor interés en la manipulacion terapéutica de la microbiota con varias cepas

probioticas, especialmente lactobacilos.

Se ha demostrado una mejora del 50% de la funcion Gl en pacientes con Sll a los
que se les administré Lactobacillus acidophilus, frente a aquellos tratados con

placebo (Halpern y col., 1996). También se han llevado a cabo diversos estudios con
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cepas de Lactobacillus plantarum, obteniéndose resultados variables; algunos
estudios demostraron una disminucion en dolor abdominal, flatulencia y sintomas
generales con el probidtico (Nobaek y col., 2000; Niedzielin y col., 2001), mientras
gue en otros no se observaron beneficios en los sintomas (O’Sullivan y col., 2000;
Seny col., 2002).

Es por ello que el uso de probidticos en Sl debe ser evaluado y validado con
ensayos aleatorizados y controlados con placebo mas amplios, con mayor duracion

del tratamiento y con un perfil de paciente mejor definido.

El cancer de colon es la segunda causa de muerte por cancer y no disminuye su
incidencia, a pesar de las nuevas herramientas y pruebas genéticas para su
diagnostico. La gran mayoria de casos son de tipo esporadico y se piensa que la

dieta es un factor contribuyente en su etiologia.

Diversos estudios con animales han mostrado la habilidad de varias cepas de
Lactobacillus en la reduccion de tumores de colon (Keohane y col.,, 2009).
Indudablemente, el uso de bacterias acido-lacticas como un posible anticancerigeno

podria ser revolucionario, pero necesita una mayor validacion.

1.4.Evaluacion de la permeabilidad de la barrera intestinal

En base a lo expuesto, queda claro que los efectos inmunomoduladores de los
probiéticos resultan una promesa para el tratamiento de la Ell, pero los mecanismos
envueltos no son bien conocidos aun. Para mejorar las condiciones de vida de los
pacientes, las investigaciones con probiéticos se centran en sus propiedades
antiinflamatorias, asi como en la inhibicidon de citoquinas proinflamatorias (Quigley,
2007).

Se han descrito tres mecanismos mediante los cuales estos microorganismos
beneficiosos protegen de la inflamacion intestinal: excluir o inhibir el crecimiento de
ciertos patégenos, modular la respuesta del sistema inmune o de otras funciones

metabdlicas, y mejorar la funcion de la barrera intestinal (Zakostelska y col., 2011).

El uso de probiédticos para regular la funcién de la barrera intestinal en enfermedades
relacionadas con la inflamacién ha sido propuesto como un potencial tratamiento
terapéutico (Vanderpool y col., 2008). Apoyando esta hipétesis, diversos autores han
concluido que ciertos probidticos mejoran la permeabilidad intestinal y refuerzan la
funcién de la barrera, tras observar un incremento en la resistencia eléctrica

transepitelial (TEER) in vitro en células tanto sanas como dafiadas (Anderson y col.,
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2010; Chen y col., 2012). En base a estos resultados, Chen y col. (2012) concluyeron
que Lactobacillus kefiranofaciens M1 puede ser aplicado en leches fermentadas

como una alternativa para desordenes intestinales.

Para llevar a cabo una evaluacion del efecto protector y/o regenerador de los
probioticos sobre la permeabilidad de la barrera intestinal, se han empleado lineas
celulares danadas por diversos agentes. Se ha demostrado que el TNF-a incrementa
la permeabilidad intestinal y que en pacientes con enfermedad de Crohn los niveles
del mismo son altos, por lo que éste podria ser un importante factor en el incremento
anormal de permeabilidad que caracteriza dicha enfermedad. Ma y col. (2004b)
estudiaron los mecanismos envueltos en la modulacion del TNF-a y permeabilidad

del epitelio intestinal usando monocapas de células Caco-2.

Diversos autores sugirieron que la bilirrubina no conjugada (UCB) incrementaba la
permeabilidad del epitelio intestinal en modelos in vitro, pues observaron una menor
TEER en células Caco-2, aunque el efecto podia ser reversible (Raimondi y col.,
2006; Zhou y col., 2010). Zhou y col. (2010) estudiaron los efectos de diversas cepas
de probidticos sobre la permeabilidad del epitelio intestinal empleando cultivos

celulares dafiados con UCB.

Por otro lado, el efecto de una cepa de L. plantarum sobre la funcion de la barrera
intestinal fue estudiado en células Caco-2, midiendo la TEER de las monocapas
celulares y concluyendo que el microorganismo podia aumentarla (Anderson y col.,
2010).

La modulacion de la permeabilidad epitelial es un objetivo mas que relevante a
estudiar para el disefio de nuevos tratamientos preventivos o terapéuticos contra
estas enfermedades. Se ha demostrado que la linea celular Caco-2 proveniente de
adenocarcinoma de colon humano es un modelo aceptado y ampliamente usado para
la evaluacion de la integridad y permeabilidad del epitelio intestinal, ya que estas
células poseen las caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas del enterocito maduro y
forman uniones estrechas entre células adyacentes (Anderson y col., 2010). Por otro
lado, se ha aceptado la aplicacién de medidas de la TEER en monocapas de células

del epitelio intestinal para evaluar la actividad probiédtica (Klingberg y col., 2005).

Aunque un gran numero de estudios in vitro e in vivo han confirmado que la
administracion de probidticos puede mejorar la funcién de la barrera intestinal, pocos
estudios se han centrado en la relacion entre probidticos y barrera intestinal en casos

de hiperbilirrubinemia o tras un dafio con TNF-a.
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En base a lo expuesto, se deduce que:

- Algunos microorganismos probidticos han sido exitosamente usados en la
prevenciéon y tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal. Entre los
mecanismos de accién descritos, destaca la mejora en la funcién de la barrera

intestinal.

- La cepa L. plantarum C4 ha sido caracterizada como una interesante
candidata a probidtico en sucesivos estudios realizados por el grupo de
Inmunologia Microbiana de la Universidad de Granada, presentando actividad

antimicrobiana e inmunomoduladora.

- La linea celular Caco-2 es un modelo aceptado y ampliamente usado para la
evaluacién de la integridad y permeabilidad de la barrera intestinal, ya que
estas células poseen las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas del

enterocito maduro y forman uniones estrechas entre células adyacentes.

Por tanto, nos planteamos los siguientes objetivos:

v Estudiar el dafio causado por TNF-a y bilirrubina no conjugada sobre la

permeabilidad de la barrera intestinal, utilizando la linea celular Caco-2.

v Investigar los efectos protector y regenerador que L. plantarum C4
podria ejercer sobre la barrera de permeabilidad intestinal frente a dicho

dario.
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3.1.Instrumentacion

Autoclave Autester Mod. 437-G. JP Selecta (Barcelona, Espania).
Balanza de precision, Series 260, Precisa Instruments AG (Dietikon, Suiza).

Bafo de agua termostatizado con agitacién, Thermolab® GFL 1086 (BurgWedel,

Alemania).

Bomba de vacio, KNF LAB Laboport (New Jersey, Estados Unidos).

Campana de flujo laminar, Modelo SBH — 100, Telstar S.A (Barcelona, Espana).
Centrifuga H-103N Series, Kokusan, Eurocomercial S.A. (Madrid, Espana).

Cubetas de cuarzo, Hellma (Barcelona, Espana).

Espectrofotometro UV/VIS, Lambda 25, Perkin EImer (Boston, MA, Estados Unidos).
Filtros de esterilizacion de 0,22 um, Millex® - GS, Merck Millipore Ltd. (Cork, Irlanda).
Frascos de cultivo tisular de 75 cm? TPP® (Suiza).

Incubador (37°C, atmoésfera 95:5 aire/CO,, 90% humedad), INCOmed, Memmert
(Schwabach, Alemania).

Lector de placas, Thermo Scientific Multiskan EX, Labsystems (Vantaa, Finlandia).
Micropipetas de 0,5-10 pL, 20-200 yL y 100-1000 pL, Boeco (Alemania).
Micropolimetro Millicell® ERS - 2, Millipore (Billerica, MA, Estados Unidos).
Microscopio 6ptico invertido, Casa Alvarez S.A. (Madrid, Espafia).

Osmoémetro OSMOMAT 030, Gonotec GmbH (Berlin, Alemania).

Pipeta multicanal 50-300 uL, Finnpipette, Labsystems (Vantaa, Finlandia).

Pipetas estériles de 2 mL, 5 mL y 10 mL.

Pipetas Pasteur de cristal.

Pipeteador electrénico, Easy 60+, Labbox Labware S.L. (Barcelona, Espana).

Placas bicamerales Transwell®, membrana de policarbonato, tamafio de poro = 3,0

pum, diametro = 24 mm, n3414, Corning Costar (Cambridge, MA, Estados Unidos).
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Placas estériles de 96 pocillos, 3598, Corning Costar (Cambridge, MA, Estados
Unidos).

Sonda de pH y temperatura, Crison pH-Meter Basic 20, Crison Instruments, S.A.

(Barcelona, Espana).
Tubos estériles de 10 mL y 50 mL, TPP® (Suiza).

Vortex, Cleaver Scientific Ltd (Rugby, Reino Unido).

3.2.Reactivos y disoluciones

4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic,  N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-
ethanesulfonic acid) (HEPES), H4034, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Agua bidestilada desionizada, sistema Milli-Q de Millipore, resistividad especifica =
18 MQ-cm. Modelo R015 (Millipore, Gif Sur Yvette, Francia).

Albumina de suero bovino (BSA), Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Bilirrubina no conjugada (UCB), B4126, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolio (MTT), M5655, Sigma-Aldrich
Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Colorante azul de metileno, 251170.1609, Panreac Quimica Sau (Barcelona,

Espafa).

Colorante azul tripan, T8154, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).
Colorante rojo neutro, N4638, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).
Etanol, Merck (Darmstadt, Alemania).

Factor de necrosis tumoral humano (TNF-a), H8916, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
Estados Unidos).

Hank’s balanced salt solution (HBSS), H2387, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Hidréxido sédico, Panreac Quimica Sau (Barcelona, Espana).
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Lactobacilli Man-Rogosa-Sharpe agar (MRS), Difco™, Becton, Dickinson and
Company (Sparks, USA).

Lactobacilli Man-Rogosa-Sharpe caldo (MRS-broth), Difco™, Becton, Dickinson and
Company (Sparks, USA).

L-glutamina, G8540, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), D6546, Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Phosphate Buffered Saline (PBS), P4417, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Solucién antibidtico-antimicético, A5955, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Solucién de aminoacidos no esenciales, M7145, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
Estados Unidos).

Solucién tripsina-EDTA 0,25%, T3924, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados
Unidos).

Suero bovino fetal, F7524, Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, Estados Unidos).

Tryptic Soy Agar (TSA), Difco™, Becton, Dickinson and Company (Sparks, USA).

Disoluciones:

- Solucién de TNF-a. Se disolvieron 10 ug de TNF-a en 2 mL de PBS con 0,1% BSA
para obtener una solucién madre de 5 ug/mL. Esta se diluyé con medio de cultivo
DMEM sin suero y sin antibiético y suplementado con 0,1% BSA para obtener las

concentraciones requeridas para cada ensayo.

- Solucién de UCB. Se suspendieron 5,8 mg de UCB en 10 mL de NaOH 0,1 M,
obteniendo una solucién inicial de concentracién 1 mM. Diluyendo 10 uL de ésta
en 10 mL de medio de cultivo DMEM sin suero y sin antibiético, se obtuvo una
solucién madre 1 pM. Esta se diluyé con dicho medio de cultivo para obtener la

concentracion requerida para los ensayos (50 nM).
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Las siguientes disoluciones fueron utilizadas durante el mantenimiento del cultivo
celular y ensayos de viabilidad y actividad metabdlica, se describen en el apartado
3.2. del Capitulo II.

-> Buffer de captacion.

-> Isopropanol acido.

-> Solucién acético glacial/etanol.
- Solucién de ajuste.

- Solucién de fijacion.

- Solucién de MTT.

-> Solucion de rojo neutro.

3.3.Preparacioén de la bacteria

La cepa L. plantarum C4 se almaceno liofilizada a 4°C hasta el momento de los
experimentos. Para rehidratarla se disolvié una pequefia cantidad de liofilizado en
medio MRS-broth y se incubd a 37°C durante 24 h. Cada 10-15 dias, se realizaron
pases en tubos con agar MRS y se incubaron bajo las mismas condiciones para

mantener las bacterias viables.

El dia previo a cada ensayo se realiz6 una nueva siembra de la cepa en tubos con
agar MRS y se llevd a incubacién. Para proceder al experimento, siempre en
condiciones de esterilidad, se disolvieron en PBS las colonias necesarias para
obtener una turbidez correspondiente a una concentracién de 10® ufc/mL. A partir de
esta suspensién se prepararon diluciones a las concentraciones requeridas para

cada ensayo.

Con el fin de confirmar dichas concentraciones, se prepararon diluciones seriadas de
la suspensién en PBS (10'-10°), se sembraron en placas de agar MRS y se

incubaron a 37°C durante 24-48 h, tras lo cual se procedi6 al recuento microbiano.
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3.4.Cultivos celulares

Los ensayos se llevaron a cabo con la linea celular Caco-2. EI mantenimiento en
cultivo, la siembra, el recuento y la observacién de la morfologia celular se

desarrollaron como se describe en el apartado 3.6. del Capitulo 1.

e Ensayos de viabilidad celular

El TNF-a y la UCB fueron utilizados como agentes nocivos para el estudio de los
efectos protector y regenerador de L. plantarum C4 sobre la barrera de

permeabilidad intestinal in vitro con la linea celular Caco-2.

Previamente a la realizacion de los ensayos de proteccion y regeneracion de la
monocapa celular, se estudido el efecto de todas las soluciones a ensayar
(suspension de L. plantarum C4, TNF-a y UCB) sobre la viabilidad del cultivo
celular. Para ello, se llevé a cabo el método de tinciéon con rojo neutro, descrito en

el apartado 3.6. del Capitulo II.

En base a los antecedentes bibliograficos y con el fin de disefiar los experimentos
de proteccion y regeneracion, se ensayaron distintas concentraciones y distintos

tiempos de incubacion para cada solucion (tabla 31).

El ensayo se realizé para cada sobrenadante en 10 pocillos, obteniendo la media,

y en dos dias diferentes, para valorar la repetibilidad de la prueba.

¢ Ensayos de actividad metabdlica celular

Previamente a la realizacion de los ensayos de proteccién y regeneracion de la
monocapa celular, se estudid el efecto de todas las soluciones a ensayar
(suspension de L. plantarum C4, TNF-a y UCB) sobre la actividad metabdlica del
cultivo celular. Para ello, se llevé a cabo el método del MTT, descrito en el

apartado 3.6. del Capitulo .

De la misma forma que para los ensayos de viabilidad, en base a los
antecedentes bibliograficos y con el fin de disefar los experimentos de proteccion
y regeneracion, se ensayaron distintas concentraciones y distintos tiempos de

incubacién para cada solucion (tabla 31).

El ensayo se realizé para cada sobrenadante en 10 pocillos, obteniendo la media,

y en dos dias diferentes, para valorar la repetibilidad de la prueba.
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Tabla 31. Concentraciones y tiempos ensayados mediante el método de

tincion con rojo neutro y MTT.

Concentracion Tiempo
10° ufe/mL
L. plantarum C4 1h
10" ufc/mL
5 ng/mL
10 ng/mL 24 h
TNF-a
20 ng/mL 48 h
40 ng/mL
ucB 50 nmol/L 6 h

TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa

UCB: bilirrubina no conjugada

e Siembra de las células Caco-2 en placas bicamerales

Para los ensayos de proteccion y regeneracion, las células Caco-2 se sembraron
en placas bicamerales a una densidad de 100.000 células/cm? como se describe
en el apartado 3.6. del Capitulo Il. EI medio de cultivo se cambié cada 2-3 dias y

los experimentos se realizaron tras 21 dias desde la siembra.

Durante todo este periodo, se comprobd la formacion de estrechas uniones
celulares durante la diferenciacién, y por tanto, la integridad y confluencia de la
monocapa. Para ello, se recurrié a la medida de la TEER y al método del

transporte del rojo fenol, descritos también en el apartado 3.6. del Capitulo Il.
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3.5.Ensayos de proteccion y regeneracion

Los ensayos de proteccion y regeneracién de la barrera intestinal frente a un agente
nocivo se disefiaron en base a los métodos descritos por Zhou y col. (2010) y a los
resultados obtenidos en los ensayos previos de viabilidad y actividad metabdlica

celular.

Para el ensayo de proteccion, las monocapas de células se inocularon apicalmente
con una suspension de 107 ufc/mL de L. plantarum C4 y se incubaron a 37°C durante
1 h, tras lo cual se retird dicha suspension y se lavaron las células con buffer de

captacion.

Seguidamente, se procedid a la adicion del agente nocivo; en el caso del TNF-q, éste
se adicion6 a una concentracion de 40 ng/mL durante 24 h en la camara basolateral
para simular las condiciones del organismo humano, ya que dicho factor alcanza los
enterocitos desde el medio interno. Sin embargo, la UCB se aiadié a concentracion
de 50 nmol/L durante 6 h sobre la camara apical, pues la bilirrubina entra en contacto
con el enterocito desde el lumen intestinal. Tras dichos periodos de tiempo, se
retiraron los agentes nocivos y se lavaron las monocapas celulares, dando por

finalizado el ensayo de proteccion.

Para llevar a cabo el ensayo de regeneracion, se siguié el mismo método, con la
unica diferencia de que en primer lugar se aplicé a las células Caco-2 el agente

nocivo y, tras el dano, se adicioné el microorganismo probiético.

Concretamente, los pocillos con células Caco-2 se dividieron en los siguientes

grupos, dependiendo del tratamiento adicionado a cada uno:

e Grupo Control (n=6). Pocillos con células a las que so6lo se les anadio el
medio de cultivo que sirvid como vehiculo de los tratamientos en los demas
grupos de células. En la camara apical siempre se adicion6 DMEM sin suero
ni antibiético (DMEM SA) y en la basolateral DMEM sin suero ni antibiético,
suplementado con 0,1% BSA (DMEM BSA). Este grupo representé el control
del experimento, por tanto, en estas placas bicamerales se clonaron las
condiciones de vehiculo y tiempo empleadas en los otros grupos

experimentales.
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e Grupo TNF-a (n=6). Células tratadas con 2,5 mL de TNF-a a una

concentracion de 40 ng/mL en DMEM BSA. Este se afiadié en la camara
basolateral y se incubd durante 24 h. En la camara apical se adicion6 DMEM
SA. Este grupo sirvid6 para evaluar el dafio causado por TNF-a sobre la

permeabilidad de la monocapa celular.

Grupo UCB (n=6). Células tratadas con 1,5 ml de UCB a una concentracion
de 50 nmol/L en DMEM SA. Esta se afiadié en la camara apical y se incubo
durante 6 h. En la cdmara basolateral se adicion6 DMEM BSA. Este grupo
sirvié para evaluar el dafio causado por UCB sobre la permeabilidad de la

monocapa celular.

Grupo L. plantarum C4 (n=6). Células a las que unicamente se les adiciono
una suspensién de L. plantarum C4 a 10’ ufc/mL en DMEM SA. Esta se
afiadié a la camara apical y se incubo6 durante 1 h. En la camara basolateral
se adicion6 DMEM BSA. Este grupo sirvié para evaluar el efecto del probiotico

solo sobre la monocapa celular.

Grupo Proteccion (n=6). Las células se inocularon apicalmente con una
suspensiéon de 10" ufc/mL de L. plantarum C4 en DMEM SA. Tras 1 h, se
aspiré el medio con el microorganismo, se lavaron las monocapas dos veces
con buffer de captacion y se procedié al tratamiento con TNF-a (40 ng/mL
basolateralmente, 24 h) o UCB (50 nmol/L apicalmente, 6 h). Cada agente
nocivo se adiciond en 6 pocillos, de manera que hubo dos grupos de
proteccion, que sirvieron para evaluar el efecto protector de L. plantarum C4

frente a un dafio causado por TNF-a y por UCB.

Grupo Regeneraciéon (n=6). Las células se trataron con TNF-a 40 ng/mL en
la camara basolateral durante 24 h o con UCB 50 nmol/L en la camara apical
durante 6 h. Tras dichos periodos, se retird el agente nocivo, se lavaron las
monocapas Y se incubaron las células con la suspensién de 107 ufc/mL de L.
plantarum C4 en DMEM SA durante 1 h. Cada agente nocivo se adicion6 en 6
pocillos, de manera que hubo dos grupos de regeneracion, que sirvieron para
evaluar el efecto regenerador de L. plantarum C4 tras un dafio causado por
TNF-ay por UCB.
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En todos los casos se realizaron medidas de la TEER en las monocapas a lo largo de
los experimentos, para el estudio de la permeabilidad de la monocapa celular.
Ademas, para complementar estos resultados, también se evalud la permeabilidad de

las monocapas mediante el método de transporte de rojo fenol.

Ambas medidas se realizaron en todos los grupos antes de comenzar el experimento
(tiempo cero), después de cada tratamiento (probiético, TNF-a, UCB) y al finalizar los
ensayos. Los valores se expresaron como aumento o disminucion de la TEER y del

paso de colorante en relacion al tiempo cero.

Las tablas 32 y 33 esquematizan el disefio de los experimentos de proteccion y

regeneracion frente a TNF-a y UCB, respectivamente.

Tabla 32. Esquema de los ensayos para evaluar los efectos protector y regenerador

de L. plantarum C4 frente a un dafno causado por TNF-a.

Grupo 1h 24 h 1h
Control DMEM DMEM DMEM
TNF-a - TNF-a -
Proteccion TNF-a L. plantarum C4 TNF-a -
Regeneracion TNF-a - TNF-a L. plantarum C4

DMEM: medio de cultivo. TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa

Tabla 33. Esquema de los ensayos para evaluar los efectos protector y

regenerador de L. plantarum C4 frente a un dafio causado por UCB.

Grupo 1h 6 h 1h
Control DMEM DMEM DMEM
ucCB - uCB -
Proteccion UCB L. plantarum C4 UCB -
Regeneracion UCB - UCB L. plantarum C4

DMEM: medio de cultivo. UCB: bilirrubina no conjugada

233



Capitulo 11l

3.6.Estudio estadistico

Para interpretar los datos obtenidos en los ensayos de proteccidn y regeneracion, se

usé el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows.

Se efectud el analisis estadistico ANOVA con dos colas de distribucién, aplicandose
el test de la t de Student no pareado para comparar diferentes tratamientos en el

mismo tiempo. Las diferencias significativas fueron definidas a un valor de p<0,05.
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4.1.Cultivos celulares

¢ Ensayos de viabilidad y actividad metabdlica celular

Tras ensayar la suspensién de L. plantarum C4, el TNF-a y la UCB a distintas
concentraciones y tiempos, se obtuvieron los resultados expuestos en la tabla 34. Se
observa que L. plantarum C4 no afecté a la viabilidad ni actividad metabdlica celular.
Las células incubadas con TNF-a y UCB no se dafiaron en gran medida, pues el
valor mas bajo de viabilidad fue 88,64+12,47%, tras la incubacion con TNF-a a 40
ng/mL durante 24 h. En el caso de la UCB, la viabilidad celular fue 96,17+15,19%.

Los valores de actividad metabdlica también fueron altos en la mayoria de los casos.

En base a ello, para los ensayos de proteccién y regeneracion, el TNF-a se adicion6
a una concentracion de 40 ng/mL y se incubd durante 24 h, la UCB a 50 nmol/L

durante 6 h, y la suspension de L. plantarum C4 a 107 ufc/mL durante 1 h.

Una posible explicacion a estas observaciones es que con los métodos de tincion con
rojo neutro y MTT se evalua la apoptosis, y no la permeabilidad celular. Por ello,
podriamos concluir que el dafo inducido por UCB y TNF-a en la permeabilidad de la
barrera intestinal no se produce por muerte celular, sino que podria estar mediado
por un debilitamiento de las uniones entre células adyacentes o en cualquier caso,

por mecanismos independientes de la apoptosis.

Previamente, Ma y col. (2004b) ya habian observado que TNF-a no induce apoptosis
en células Caco-2, sugiriendo que la muerte celular no era el mecanismo envuelto en
el aumento de permeabilidad inducido por este factor. Concluyeron que el incremento
en la permeabilidad estuvo asociado a una desregulaciéon de la expresion de
proteinas y una consiguiente alteracion en los sitios de unién. De la misma forma,
Bruewer y col. (2003) analizaron la influencia de interferébn-gamma (IFN-y) y TNF-a
sobre la estructura y funcién de la barrera intestinal. Observaron que la permeabilidad
se vio aumentada, aun cuando se inhibié la apoptosis inducida por citoquinas.
Separaron cualquier efecto proapoptético de estos factores nocivos de su habilidad
de alterar la barrera y concluyeron, por tanto, que las citoquinas proinflamatorias
alteran la funcion de la barrera epitelial por mecanismos independientes de la

apoptosis.
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Tabla 34. Viabilidad y actividad metabdlica de las células Caco-2 tras ensayar la

suspension de L. plantarum C4, el TNF-a y la UCB.

Actividad

Concentracion  Tiempo Viabilidad (%) o
metabdlica (%)

10° ufc/mL 101,71+7,15 97,51+10,98
L. plantarum C4 1h
10" ufc/mL 99,46+2,20 94,26+10,02
5 ng/mL 120,34+18,77 73,63+11,79
10 ng/mL 123,63+22,16 76,32+16,19
24 h
20 ng/mL 97,38+£10,07 99,21+£11,92
TNF-a 40 ng/mL 88,64+12,47 106,22+11,86
5 ng/mL 94,32+4,70 96,51+13,84
10 ng/mL 48 h 96,2616,44 94,15+14,33
20 ng/mL 95,65+12,96 91,65+16,67
uCB 50 nmol/L 6h 96,17+£15,19 108,69+2,01

TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa

UCB: bilirrubina no conjugada
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e Integridad y confluencia de la monocapa

El aumento de la TEER a lo largo de los 21 dias de cultivo tras la siembra de las
células se representa en la figura 34. Las células utilizadas en los ensayos

siempre alcanzaron valores mayores de 800 Q.cm?.
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Figura 34. Aumento de la TEER en funcion del tiempo.

El descenso del transporte de rojo fenol a lo largo de los 21 dias de cultivo tras la
siembra de las células se representa en la figura 35. Las monocapas con
porcentajes de transporte superiores al 5% fueron rechazadas para la realizacién
de los ensayos, los valores medios alcanzados se aproximaron al 3% de
transporte.
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Figura 35. Transporte de rojo fenol en funcion del tiempo.
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4.2.Ensayos de proteccién y regeneracion

Como se detalla en la introduccion, los efectos inmunomoduladores de los probiéticos
muestran una promesa para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias
intestinales y hoy dia muchas de las investigaciones con probiodticos se centran en

sus propiedades antiinflamatorias (Quigley, 2007).

Entre los mecanismos mediante los cuales estos microorganismos beneficiosos
protegen de la inflamacion intestinal, destaca la mejora en la funcion de la barrera
intestinal (Zakostelska y col., 2011). Diversos autores han demostrado que ciertos
probioticos mejoran la permeabilidad intestinal y refuerzan la funcién de la barrera,
apoyando su uso como un potencial tratamiento terapéutico para este tipo de

enfermedades (Vanderpool y col., 2008).

La modulacién de la permeabilidad epitelial es, por tanto, un objetivo mas que
relevante a estudiar para el disefio de nuevos tratamientos preventivos o terapéuticos

en este campo.

Se ha demostrado que el TNF-a y la UCB incrementan la permeabilidad intestinal de
forma reversible, y para su estudio se ha propuesto la monitorizacién de la TEER
empleando lineas celulares como la Caco-2 (Ma y col., 2004b; Klingberg y col., 2005;
Raimondi y col., 2006; Anderson y col., 2010; Zhou y col., 2010).

Aunque un gran numero de estudios in vitro e in vivo han confirmado que la
administracion de probidticos puede ser beneficiosa en términos de mejora de la
permeabilidad, pocos estudios se han centrado en la relacidon entre probiéticos y

barrera intestinal en casos de hiperbilirrubinemia o tras un dafio con TNF-a.

En este contexto, en el presente estudio se llevd a cabo una evaluacién de los
efectos protector y regenerador de L. plantarum C4 sobre la permeabilidad de la
barrera intestinal, empleando como modelo in vitro la linea celular Caco-2 y como

agentes nocivos el TNF-a y la UCB.

El dafno producido en la barrera intestinal se expresé como disminucion de la TEER
de la monocapa celular. Los resultados obtenidos tras la incubacion con el probidtico,
con los agentes nocivos y con las combinaciones de los mismos, para evaluar los

efectos de proteccion y regeneracion, se muestran en la figura 36.
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0,00
-100,00 +— — —
L. plantarum C4
-200,00 +— — —
" Control
o [
5_300500 1 * t UCB
g + BETNF-a
o .
H 400,00 Proteccion
- N Regeneracion
-500,00 L
-600,00 "
-700,00

Figura 36. Pérdida de TEER de la monocapa celular tras los ensayos de proteccion y

regeneracion. *Diferencias estadisticamente significativas frente a grupo control (p<0,05). tDiferencias
estadisticamente significativas frente al agente nocivo (UCB o TNF-a) (p<0,05). TNF-a: factor de necrosis

tumoral-alfa. UCB: bilirrubina no conjugada.

Estos resultados indicaron que altas concentraciones de UCB durante 6 h y TNF-a
durante 24 h disminuyeron la TEER de la monocapa celular, siendo esta medida un
indicador del dafio sobre la permeabilidad de la barrera intestinal. En el caso de la
UCB, la TEER fue significativamente menor frente al control, mientras que para TNF-

a se observo una tendencia a la significacion.

e Tras los ensayos de proteccion, en los que las células habian sido previamente
incubadas con L. plantarum C4 durante 1 h, los datos mostraron que el
microorganismo fue capaz de mitigar significativamente el dafo producido tanto
por UCB como por TNF-a, pues se observd que la pérdida de resistencia de la
monocapa no fue tan brusca, sino que fue significativamente menor, en

comparacion con los agentes nocivos solos.
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o En el caso de los ensayos de regeneracién, en los que las células se incubaron

1 h con L. plantarum C4 tras el dano, también se observé una mejora, pues la

TEER fue restaurada en comparacién con el dafio producido por los agentes

nocivos solos, existiendo diferencias estadisticamente significativas frente a

UCB.

En cualquier caso, como se observa en la figura 36, la mejora en la permeabilidad de

la barrera intestinal fue mas pronunciada en los casos en que el probiético se afiadid

previamente al dafo, que en los casos en que la adicidon se hizo tras el agente

nocivo. Podriamos considerar, por tanto, que el efecto protector de L. plantarum C4

fue mayor que su efecto regenerador, encontrandose diferencias estadisticamente

significativas entre ambos en el caso de la UCB.

Ademas de la pérdida de resistencia, también se evalué el aumento de permeabilidad

mediante el paso de colorante rojo fenol, los resultados se muestran en la figura

37.
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Figura 37. Aumento/pérdida de paso de colorante de la monocapa celular tras los

ensayos de proteccion y regeneracion. *Diferencias estadisticamente significativas frente a

Grupo Control (p<0,05). TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa. UCB: bilirrubina no conjugada.
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Cuando la permeabilidad fue evaluada con este método, tanto el TNF-a como la UCB
también mostraron un dafio sobre la monocapa celular, pues se observé una
permeabilidad aumentada, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

e Tras los experimentos de proteccidon y regeneracion, el probiético mostrd una

mejora de la permeabilidad frente al dano en el caso de UCB, siendo el efecto
protector mas pronunciado que el regenerador, de la misma forma que se

observo con el método de la TEER.

Con respecto al TNF-a, se encontr6 una mejora significativa de la
permeabilidad cuando el probiodtico se afiadio tras el dafo, observando en este
caso un efecto regenerador mas pronunciado, frente al efecto protector. Aun
asi, con el método del transporte de rojo fenol no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, debido probablemente a que se encontraron
importantes variaciones entre los pocillos con respecto a los valores de paso de

colorante.

Consideramos, por tanto, que este método no proporciona medidas reproducibles y
no se deberia emplear como indicador de la mejora o empeoramiento de la funcion
de la barrera intestinal, aunque si sea adecuado para evaluar la formacion de una

monocapa integra y confluente en el periodo de crecimiento post-siembra.

Es importante destacar que los lactobacilos modulan la liberacion de citoquinas
proinflamatorias de células epiteliales de una forma dependiente de la cepa y de la
dosis. Zhang y col. (2005) investigaron la habilidad de la cepa L. rhamnosus GG viva
y muerta para atenuar la secrecion de IL-8 inducida por TNF-a en células Caco-2.
Encontraron que con dosis de 105108 ufc/mL, la secrecidon era reducida. Sin
embargo, a concentraciones mas altas, el probidtico incluso increment6é dicha
secrecion por encima de lo observado con TNF-a solo, dando mas apoyo a la idea de
que la determinacion de la dosis correcta es critica para un uso terapéutico exitoso.
De hecho, nuestros resultados mostraron que L. plantarum C4 a concentracion de
10 ufc/mL tendié también a aumentar la permeabilidad de la monocapa celular,

aunque también presenté efectos protector y regenerador frente al dano.

Otros investigadores han mostrado que Lactobacillus reuteri reduce la secrecion de
IL-8 inducida por TNF-a (Ma y col., 2004a). Ademas, la secrecién de IL-8 también fue

disminuida con VSL#3, una combinacién de cuatro cepas de Lactobacillus, tres de

243



Capitulo 11l

Bifidobacterium y una de Streptococcus (Jijon y col., 2004), y por diferentes cepas de

Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus y L. plantarum (Nemeth y col., 2006).

Por otro lado, Watson y col. (2012) observaron que, tras la administracién de TNF-a
en ratones, la funcidon de la barrera intestinal es alterada por un aumento en el
desprendimiento de células y por el simultaneo desprendimiento de dos o mas
células en ciertas zonas, produciendo microerosiones que no pueden ser selladas por
una redistribucion de proteinas de las uniones estrechas. Explicaron que, aunque
bajas dosis de TNF-a pueden inducir cambios estructurales y funcionales en las

uniones estrechas, se requieren dosis altas para inducir desprendimiento de células.

Son muchas las investigaciones que relacionan el género Lactobacillus con las
enfermedades inflamatorias intestinales. Por ejemplo, L. rhamnosus GG mejoré la
funcién de la barrera intestinal en nifios con enfermedad de Crohn, y su asociacion
con el farmaco antiinflamatorio mesalazina fue capaz de prolongar el tiempo libre de
recaidas en colitis ulcerosa (Gupta y col., 2000; Zocco y col., 2006). Matsumoto y col.
(2005) observaron que L. casei Shirota fue capaz de desregular citoquinas
proinflamatorias como IL-6 en modelos murinos con enfermedad inflamatoria
intestinal crénica. De la misma forma, una combinacion de Lactobacillus y
Bifidobacterium mostraron una represién en la transcripcion de IL-1B, TNF-a y factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB)

en ratones con colitis experimental (Lee y col., 2008).

Fang y col. (2010) investigaron los efectos antiinflamatorio y de refuerzo de la barrera
intestinal por la cepa L. casei subsp. rhamnosus Lcr35 en células epiteliales
intestinales expuestas a LPS de Salmonella. La inoculacién apical de la cepa Lcr35
inhibid la secrecién de IL-8. Ademas, cuando se incubaron simultaneamente ambos
microorganismos, la resistencia de la monocapa se vio aumentada frente a la
monocapa incubada solo con LPS. Concluyeron, por tanto, que la cepa Lcr35 puede
ejercer efecto antiinflamatorio y mejorar la disfuncion de la barrera en un epitelio

inflamado pre-tratado con LPS de Salmonella in vitro.

Centrandonos en la evaluacion de la permeabilidad de la barrera intestinal y en los
estudios realizados recientemente, vemos que algunos probidticos han demostrado
mejorar la permeabilidad intestinal inducida por patégenos in vitro (Klingberg y col.,
2005; Sherman y col., 2005), mientras que otros mejoran la integridad de las uniones
estrechas entre células epiteliales intestinales sin debilitar (Klingberg y col., 2005;
Ewaschuk y col., 2008; Putaala y col., 2008).
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La mezcla de probiodticos VSL#3, que contiene la cepa L. plantarum MB452 entre
otras, es conocida por incrementar la integridad in vitro en la linea celular T84 (Otte y
col., 2004), reducir la colitis en ratones (Shibolet y col., 2002; Di Giacinto y col., 2005)
y mejorar la salud intestinal en humanos (Gionchetti y col., 2000; Kim y col., 2003;
Bibiloni y col., 2005).

Anderson y col. (2010) determinaron el efecto de L. plantarum MB452 sobre la
integridad de las uniones estrechas, midiendo la TEER a lo largo de monocapas de
células Caco-2. Dicha cepa caus6 un incremento dosis-dependiente de la resistencia,
en comparacion con un medio control. Estos autores concluyeron que el incremento
en la expresion de genes envueltos en la formacion de uniones estrechas es un
posible mecanismo por el que L. plantarum MB452 mejora la funcién de la barrera

intestinal.

Donato y col. (2010) observaron que la incubacion de la linea celular Caco-2 con IFN-
y Y seguidamente con TNF-a durante 24 h disminuyé la TEER vy el efecto se prolongé
hasta 32 h después de la estimulaciéon. Sin embargo, esto se evité cuando las
monocapas celulares habian sido previamente tratadas con L. rhamnosus GG.
Explicaron también que el efecto protector de esta cepa requiere que las bacterias
estén vivas y metabdlicamente activas, pues la muerte por calor abolid sus
beneficios, y que el efecto probidtico es cepa-dependiente. Eun y col. (2011) también
observaron una TEER disminuida tras el tratamiento con IFN-y y TNF-a. Por el
contrario, un tratamiento previo con L. casei revirtid la disminucién de la TEER,
concluyendo que esta cepa previene las disfunciones de la barrera intestinal

inducidas por citoquinas en células epiteliales intestinales.

En un estudio sobre la aplicacion de la medida de la TEER en monocapas de células
Caco-2 para evaluar la actividad probiotica, se investigaron cinco lactobacilos. De
entre ellos, las cepas L. plantarum MF1298 y Lactobacillus salivarius DC5 mostraron
el mayor incremento en la TEER de las monocapas celulares, y este aumento resultd
ser, una vez mas, dosis-dependiente. Ademas, la preincubacion con la cepa MF1298
atenu6 el descenso de la TEER inducido por Lysteria monocytogenes (Klingberg y
col., 2005).

Sabiendo que la UCB incrementa la permeabilidad del epitelio intestinal en un modelo
in vitro (Raimondi y col.,, 2006), Zhou y col. (2010) investigaron los efectos y
mecanismos asociados entre una cepa de L. plantarum y la UCB en la barrera
intestinal, midiendo viabilidad, proporcién de apoptosis y actividad proteina kinasa C

de las células Caco-2, ademas de monitorizar la TEER. Su estudio demostré que
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efectivamente la UCB produjo citotoxicidad y disminuy6 la TEER de la monocapa
celular. Tras un tratamiento con L. plantarum a 108 ufc/mL durante 1 h, dichos efectos
fueron mitigados. De manera que concluyeron que este microorganismo ejercié un
efecto protector frente al dafio producido por UCB en la monocapa de células Caco-2.
Ademas, restaurd la estructura y distribucién de las proteinas de las uniones

estrechas.

Chen y col. (2012) estudiaron si L. kefiranofaciens M1, aislado de granos de kéfir, era
capaz de mejorar la colitis experimental in vivo e in vitro. Observaron que dicha cepa
podia reforzar la funcién de la barrera intestinal in vitro incrementando la TEER de las
células. Basandose en estos resultados, concluyeron que este probidtico tiene el
potencial para ser aplicado en productos lacteos fermentados como una terapia

alternativa para desordenes intestinales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los publicados en
investigaciones previas y apoyan el potencial efecto probidtico de la cepa L.

plantarum C4.

Por ultimo, teniendo en cuenta que el objetivo principal del presente trabajo fue el
desarrollo de una leche de cabra fermentada con efecto probidtico y el estudio de sus
beneficios para la salud, es interesante mencionar algunos estudios que relacionan
ciertos componentes de la dieta con la integridad intestinal, pues se ha observado
que éstos también son capaces de regular las uniones estrechas (Ulluwishewa y col.,
2011).

Por ejemplo, la leche de soja fermentada con L. plantarum, Lactobacillus fermentum y
L. rhamnosus mitigd la disminucion de la TEER inducida por IFN-y en la linea celular
Caco-2/TC7. Dicho efecto no se encontré con la leche de soja sin fermentar. Estos
autores atribuyeron el efecto protector a las agliconas de isoflavona sintetizadas
durante la fermentacién, demostrando la importancia de las interacciones entre la
bacteria y el alimento en la regulacién de la funcion de la barrera intestinal (Di Cagno
y col., 2010).

Staples y col. (2005) investigaron la influencia de la lactosa, calcio y magnesio de
productos lacteos sobre la funcion de la barrera intestinal y el transporte de
nutrientes, empleando dos modelos in vitro que incorporaban la linea celular Caco-2.
Segun los datos obtenidos, el magnesio y el calcio aumentaron la resistencia de la
monocapa, frente a un control con glucosa. Concluyeron que estos resultados

ayudan a dilucidar la accion de los componentes lacteos sobre la funciéon de las
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células intestinales. Ademas, destacaron que la hidrdlisis limitada de la lactosa
resulta en una liberacion gradual de sacaridos al intestino, causando un impacto
minimo en la permeabilidad, en comparacién con el control de glucosa. Este trabajo
demostré una vez mas que la linea celular Caco-2 es una herramienta de gran ayuda

en la formulacion de nuevos alimentos funcionales.

De la misma forma, Carvalho y col. (2012) publicaron que la leche de cabra es capaz
de reparar la funcién de la barrera intestinal dafada por Escherichia coli
enteroagregativa, y que esta leche con una concentracion aumentada de lisozima

ofrece una proteccion adicional.

Es importante considerar las interacciones entre los diferentes componentes de la
barrera intestinal cuando se desarrollan estrategias para aumentar su integridad
usando alimentos y/o bacterias. Actualmente, existe un aumentado interés en el
estudio de los efectos beneficiosos de los probidticos debido a sus aplicaciones

comerciales.

El presente estudio proporciona una mayor justificacion para el potencial uso
terapéutico de los probidticos en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal. Sin embargo, los mecanismos por los que estos microorganismos mejoran
la funcién de la barrera intestinal siguen sin estar del todo claros. Ademas, dicha
barrera alberga un ambiente complejo y la regulacion de su funcion no puede ser
entendida s6lo con modelos in vitro, por lo que es esencial recurrir a futuras

investigaciones in vivo.
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5. CONCLUSIONES
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1. El dafio causado en la barrera de permeabilidad constituida por células de
mucosa intestinal fue parcialmente restaurado por la cepa Lactobacillus
plantarum C4. Por tanto, dicha cepa ejercid6 efectos de proteccion vy

regeneracion de la barrera de permeabilidad.

2. Nuestros resultados sugieren que la cepa Lactobacillus plantarum C4,
afadida a productos lacteos fermentados, tendria potencial para prevenir o

atenuar disfunciones en la barrera intestinal.

3. En nuestro modelo experimental, las medidas de resistencia eléctrica
transepitelial proporcionan resultados mas homogéneos y precisos que el

método del paso de colorante rojo fenol.

Conclusions

1. The damage caused in the permeability barrier formed by intestinal mucosa
cells was partially restored by the strain Lactobacillus plantarum C4.
Therefore, this strain exerted protective and regenerative effects of the

permeability barrier.

2. Our results suggest that the strain Lactobacillus plantarum C4, added to
fermented milk products, would have the potential to prevent or attenuate

intestinal barrier dysfunction.

3. In our experimental model, the transepithelial electrical resistance
measurements provide more homogeneus and accurate results, compared to

the phenol red transport method.
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1.1.Human microbiota

The human colonic microbiota is a complex ecosystem harbouring a vast range of
bacteria and dominated by obligate anaerobes that can reach levels of over 10" cells
per gram of contents (Backhed et al., 2005). The nutritionally and physiologically
diverse range of bacteria, promotes normal intestinal function, and offers the host

protection against infections.

A disturbance in the composition of the complex population of microorganisms
constituting the gut microbiota, due to pathogens, dietary antigens or other harmful
substances, can however predispose towards several gastrointestinal disorders and
lead to intestinal dysfunction (Fooks et al., 2003; Manichanh et al., 2006; Turnbaugh
et al., 2006; Tilg, 2010; Frank et al., 2011). Disturbance of the microbiota is seen in
some elderly subjects, and also sometimes induced by antibiotic treatment and by
extended periods in hospital; this can result in increased gut infections (Gerding et al.,
1995; Bignardi, 1998; McFarland et al., 1999; Mueller et al., 2006; McFarland, 2008).

Restoration of the altered microbiota or preservation of a healthy microbial balance
with probiotics could protect against pathogen invasion and/or colonisation, as well as
help improve gut health and well-being (Hickson, 2011). Currently, there is
considerable interest in the relative efficacy of using single strains of probiotics and
mixtures of different genera and species (Chapman et al., 2012). Probiotic bacteria
often belong to the genera Lactobacillus, based on attributed health-promoting
benefits, furthermore Lactobacillus have a long and safe history in the manufacture of
dairy products (Vaughan et al.,, 1999; Masco et al., 2005). Probiotics have been
observed to act by preventing adherence, establishment, replication, and/or virulence
of specific enteropathogens (Saavedra et al., 1995). A number of mechanisms have
been proposed; decreasing the luminal pH via the production of organic and short
chain fatty acids (SCFA), rendering specific nutrients unavailable to pathogens, and/or
producing specific inhibitory compounds such as bacteriocins (Sanders et al., 1993).
In the normal intestinal flora these mechanisms are essential to the component

bacterial populations, as a means of gaining advantage over competing bacteria.

1.2.Lactobacillus plantarum C4

In this context, the putative probiotic strain L. plantarum C4 is being tested as a
possible probiotic to be added in a functional fermented goat’s skimmed milk. This
microorganism, isolated from a commercial kefir, fulfils the in vitro criteria for the

selection of potentially effective probiotic bacteria, as it resists acid pH and bile and
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has antimicrobial and immune-modulating properties. The premise is to include this
bacterium in a fermented goat's skimmed milk, skimmed milk has previously been
found to have a good buffer capacity and to be an appropriate vehicle for the

intragastric administration of lactobacilli to mice (Bujalance et al., 2007).

1.3.Short chain fatty acids

Dietary compounds not digested by the host are the main carbon source from which
gut microorganisms obtain energy. These substrates, which mainly include plant oligo
and polysaccharides, can be subjected to gut bacterial metabolic transformations and
hence they can have a major influence on human nutrition and health (Flint et al.,
2008). SCFA and lactate are the main products arising from the microbial
fermentation of carbohydrates. SCFA can provide energy to the colonic epithelium,
modulate cholesterol and lipid metabolism, suppress pathogenic intestinal bacteria
and modulate the immune system (Cummings et al., 1997; Topping et al., 2001;
Salazar et al., 2009).

Chemical composition and availability of fermentable carbohydrates in the colon have
a strong influence on the gut microbiota composition. Specific carbohydrates are now
being tested for prebiotic potential to assess abilities to stimulate selected beneficial
bacteria in the colon (Gibson et al., 1995). The most studied prebiotics are inulin and
fructooligosaccharides (FOS) (Roberfroid, 2007), and they have a recognised
bifidogenic effect (Gibson et al., 1995; Kruse et al., 1999; Bouhnik et al., 2004; Rossi
et al., 2005).

1.4.Methods to evaluate the gut microflora

Observations on the normal gut microflora have been largely derived from quantitative
plate culture and phenotypic characterisation, which have limitations in terms of
recovery efficiency and operator subjectivity (Harmsen et al., 1999). Moreover, as the
proximal colon is physically inaccessible for routine purposes, the majority of microbial
studies on fermentation have been carried out with faecal bacteria in either batch

culture or single stage chemostats (Macfarlane et al., 1994; Briick et al., 2002).

In this context, pH-controlled faecal batch cultures allow determination of the
fermentability of various substrates in the intestinal lumen. Compared to previous non
pH-controlled experiments (Salazar et al.,, 2008), this design is a more realistic

simulation of the conditions in the human distal colon with regard to local pH,
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substrate availability and transit time, as the semisolid luminal contents of the distal

colon are almost static therein.

However, marked differences can exist due to probiotics adherence to the epithelial
cells and the intestinal barrier, as the ability of probiotic lactic acid bacteria (LAB) to
adhere to intestinal mucosa has been suggested to influence their interaction with the
host and the microorganisms present therein (Alander et al., 1999; Ouwehand et al.,
1999; Deepika et al., 2009). This process cannot currently be simulated in a vessel
system. In contrast, in vitro assays with the Caco-2 cell line have been used to study
the adherence of the bacterial cells to the intestinal monolayer (Deepika et al., 2009;
Deepika et al., 2011; Ren et al., 2012).

Furthermore, it has been postulated that several physicochemical properties of
probiotic cells, such as hydrophobicity, could be a good indicator to preselect strains
with a positive adhesive character. Therefore, these models could give us a more
realistic idea of the complex conditions of the colon, while addressing not only for

intestinal lumen but also for epithelial barrier.

In order to gain further insight into the changes that L. plantarum C4 may mediate in
the intestinal microbiota, pH-controlled faecal batch cultures were carried out,
reflecting the distal colon to investigate the influence of this strain on the human
colonic microbiota, in comparison with Lactobacillus rhamnosus GG, a species widely
used as adjunct culture in functional dairy products. We quantified modifications in the
levels of selected microbial groups by fluorescent in situ hybridisation (FISH),
assessed the effect of the probiotic treatments on SCFA production and established
possible relationships between metabolic changes and variations in microbial
populations. Concomitantly, hydrophobic character and ability of both bacterial cells to

adhere in vitro to Caco-2 cells were investigated.

Both strains were considered in order to ascertain if L. plantarum C4 and its products
could influence the microbiota dynamics to give similar or higher benefits to those
observed by L. rhamnosus GG. The use of our strain adjunct in fermented goat’s milk
may have the advantage over other known dairy products, of providing a potential

probiotic and a highly nutritional functional food, in a single step.
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In this context, it can be deduced:

- Restoration of the altered microbiota or preservation of a healthy microbial
balance with probiotics could protect against pathogen invasion and/or

colonisation, as well as help improve gut health and well-being.

- pH-controlled faecal batch cultures allow determination of the fermentability of
various substrates in the intestinal lumen. Short chain fatty acids and lactate
are the main products arising from the microbial fermentation of

carbohydrates.

- The adhesion of lactic acid bacteria to the intestinal mucosa influences their
interaction with the host and the microbiota. Hydrophobicity could be a good
indicator to preselect strains with adhesive character. Therefore, the
combination of these models gives a more realistic idea of the complex

conditions of the colon, addressing for intestinal lumen and epithelial barrier.

- L. rhamnosus GG is a species widely used as adjunct culture in functional

dairy products, based on attributed health-promoting benefits.

Therefore, the aims of the present study were:

v" To investigate hydrophobic character and ability to adhere in vitro to

Caco-2 cells of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG.

v" To subject L. plantarum C4 to in vitro pH-controlled anaerobic faecal
batch cultures to determine changes in the composition of faecal
bacteria, in comparison with L. rhamnosus GG. Evaluation of the effects
upon major groups of the microbiota and levels of short chain fatty acids
over 24 h.
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3.1.Materials
12-well tissue culture plates (Corning, Kennebunk, ME, USA).

5890 Series Il Gas Chromatography system (HP, Crawley, West Sussex, UK) fitted
with a NukolTM Capilllary Column (30 m x 0.53 mm x 1.0 ym, SUPELCOTM

Analytical, UK) and flame ionisation detector.
Agilent ChemStation software (Agilent Technologies, Oxford, UK).

Anaerobic chamber, 10% CO,, 10% H, and 80% N, (Don Whitley Scientific LTD,
Shipley, West Yorkshire, UK).

Cryobank cryogenic beads (Prolab Diagnostics, UK).

Filters for sterilisation, 0.22 um Millex® - GS (Merck Millipore Ltd., Cork, Ireland).
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, LaJolla, CA, USA).

ISO20 oven (Grant Boekel).

Nikon E400 Eclipse microscope (Nikon Instruments Inc., New York, USA).

Nikon microscope (Kingston Upon Thames, UK).

pH controller (Fermac 260; Electrolab, Tewkesbury, UK).

Spectrophotometer BioMate 3 (Thermo Electron Corporation, Madison, WI, USA).
Stomacher (Seward, Worthing, UK).

Teflon- and poly-L-lysine-coated, six-well (10 mm diameter each) slides (Tekdon,

Myakka City, FL).

3.2.Chemicals

1% non-essential amino acid solution (Lonza, Slough, UK).

40, 6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) 50 ng/pL (Sigma-Aldrich, Dorset,
UK).

Antifade reagent, polyvinyl alcohol mounting medium with DABCOTM antifading
(Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

Bile salts (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).
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CaCl,-6H,0 (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, UK).

De Man-Rogosa-Sharpe broth (MRS-broth) (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, UK).
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS), pH 7.2, without Ca and Mg (Sigma-
Aldrich, Dorset, UK).

FISH probes commercially synthesised and 5’-labelled with fluorescent dye (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA).

Foetal bovine serum (Lonza, Slough, UK).

Fructooligosaccharides (FOS) (95% oligosaccharide, B(2-1)-fructan; 60% glucose-
fructose, 40% fructose, degree of polymerization, 3-10) (BENEO GmbH, Germany).

Haemin solution (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

Hexadecane (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

KoHPO, (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

KH,PO, (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

L. plantarum selective media (LPSM).

L-cysteine (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

MgSO, 7H,0 (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

NaCl (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

NaHCO; (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

Phosphate-buffered saline (PBS) (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, UK).
Resazurin solution (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).
Trypsin-(ethylenediaminetetraacetic acid) EDTA solution (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).
Tween 80 (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

Vitamin K (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).
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a-cellulose (Sigma-Aldrich, Dorset, UK).

3.3.Bacterial strains and culture conditions

Bacterial strains used in this study were L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG
(ATCC 53103). Strains were stored at -70°C in 15% (w/w) glycerol Cryobank
cryogenic beads. Plates of MRS agar for L. rhamnosus GG and L. plantarum selective
media (LPSM) agar for L. plantarum C4 were inoculated from stock culture collections
and both probiotics were incubated at 37°C under anaerobic conditions in an

anaerobic chamber.

After incubation, Bijou bottles containing 10 mL of MRS-broth were then inoculated
with one colony from each plate. The cultured broths of probiotics were incubated for

24 h under the same conditions as previously described.

3.4.Bacterial growth curve determination

Bacterial growth curve assays with L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG were
carried out in order to establish the specific bacteria growth curve of each strain to
know their exponential growth phase and the precise correspondence between optical

density at 600nm (ODggo units) and cfu in broth cultures at determined times.

The first day, a colony was picked from a plate, transferred into a MRS-broth hungate
tube and incubated at 37°C overnight. The second day 0.1 mL of this was inoculated
into new 9 mL MRS-broth, mixed and determined the resulting ODgq of the inoculated
cultures. Then the OD of the cultures was read at different times (2h, 4h, 6h, 10h,
24h).

Plating in Petri dishes was done also at those times. For this purpose, 100 pL of
culture from the hungate tube were used to prepare serial dilutions (-1 to -8) with 900
ML of PBS, 20 uL of the dilutions were plated out in LPSM and MRS agar in triplicates
and bacteria were allowed to grow in anaerobic cabinet for 24-48 h. Finally, the
colonies were counted and the mean for each plate was calculated. The results were

represented in 2 graphs:
- Graph of the ODgq Of the cultures (Y axis) versus time (h) (X axis).

- Graph with the log data from the colonies counted (Y axis) versus time (h) (X

axis), taking in account the number of colonies (n), the 20 yL added to each
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quadrant (x 50) and the dilution factor used (d). Thus, these results were

expressed as log cfu/mL and were calculated using the following equation:

log cfumL=nx50xd

The linear phases of these curves represent their exponential or log phases.

This experiment was carried out in triplicate and for each biological replicate, two

technical reports were used.

3.5.Tissue culture assays

284

e Caco-2 cell culture

The human adeno-carcinoma Caco-2 ECASS 86010202 cell line was obtained
from ECACC. The routine culture of Caco-2 was performed according to Deepika
et al. (2009) to ensure full differentiation. Cells were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), supplemented with 10% heat inactivated foetal
bovine serum, 1% mixture of penicillin-streptomycin solution, and 1% non-
essential amino acid solution, at 37°C, in an atmosphere of 5% CO, and 95% air.
The culture medium was changed every other day; spent medium was removed

and fresh supplemented medium was added.

e Probiotic adhesion to Caco-2 cells

Twenty-one day old, fully differentiated cells, cultured in 12-well tissue culture
plates, were used for the cell adhesion experiments (Deepika et al., 2009). One
day before adhesion assays, the spent medium was replaced with DMEM
supplemented with non-essential amino acids and foetal bovine serum, without

antibiotics.

On the day of the experiment, the monolayer was washed twice with Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (DPBS), in order to remove all traces of the medium.

The Caco-2 cells counted were at around 4 x 10° cells/mL.

L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG were cultured in MRS-broth for 24 h at
37°C under anaerobic conditions. The cultured broths were centrifuged (5000 g for
10 min, 4°C), and cells washed and re-suspended in DPBS (10® cfu/mL). One
millilitre of bacterial suspension was added to each well and the plates were
incubated for 60 min at 37°C in 5% CO, and 95% air.
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After incubation, the DPBS containing unbound bacteria was removed from the
wells; the wells were further washed with 1 mL of DPBS. These two fractions were
pooled together. Consequently, the bacteria attached to the Caco-2 cells were
detached by trypsinisation. One millilitre 0.25% trypsin-EDTA solution was added
to each well and the plates incubated for 15 min at room temperature. The cells
were detached by mechanical stirring and repeatedly, but gently, aspirated to

make a homogeneous suspension.

Numbers of probiotic cells (bound and unbound) were determined by preparing
serial dilutions with PBS 102-10® and diluted samples were plated out onto MRS
and LPSM agar and incubated anaerobically for 24-48 h at 37°C. Bacterial cells
added to each well of the plates were also quantified. Furthermore, to check the
consistency of the results, numbers of bacteria bound to the Caco-2 cells were
also determined by subtracting the unbound bacteria numbers from the total

number of bacteria added to wells. Results were expressed as cfu/mL.

This experiment was carried out in triplicate and for each biological replicate, two

technical reports were used.

3.6.Physicochemical assays: bacterial adhesion to hydrophobic solvent

The different hydrophobic characteristics of the cell surface of both strains were
evaluated by the microbial adhesion to hexadecane (MATH) assay, previously
described by Deepika et al. (2009).

Probiotic strains were cultured in MRS-broth for 24 h at 37°C. The cultured broths
were centrifuged (5000 g for 10 min, 4°C), and cells washed twice in PBS before
suspending in 10 mmol/L KH,PO,. The pH of the bacterial suspension was adjusted
to 3 with 1 mol/L HCI to minimise the electrostatic interactions between bacterial cells

and hexadecane, and the initial absorbance (A,) at 600 nm adjusted to 0.8.

Two millilitres of bacterial suspension was then mixed with the same volume of
hexadecane in a 10 mL syringe. The mixture was vortexed for 1 min and then left
undisturbed for 20 min to allow complete phase separation. After equilibration, the
lower aqueous phase was removed carefully, in order not to disturb the interfacial
equilibrium, into plastic spectrophotometry cuvettes and absorbance at 600 nm (A,)

measured.
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Strains adhering well (>80%) to the hydrocarbons are considered to be hydrophobic

and strains adhering poorly (<40%) are considered to be hydrophilic. The percentage

of adhesion (% adhesion) was calculated using the following equation:

% Adhesion to hexadecane = (1-A4/A¢) x 100

This experiment was carried out in triplicate and for each biological replicate, two

technical reports were used.

3.7.
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Batch cultures
e Probiotics culture preparation

L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG were cultured in MRS-broth for 24 h at
37°C under anaerobic conditions. Cells were prepared for addition to the
fermenter vessels by centrifuging at 5000 g for 10 min. The supernatant was
removed and cells washed and re-suspended PBS and adjusted to an ODggg

corresponding to 10° cfu/mL.

e Faecal sample preparation

The faecal samples were obtained fresh at the premises of the department from
three healthy human donors (one man, two women; average 27+3.3 years of age,
omnivores) who were free from known metabolic and gastrointestinal disorders.
None of the volunteers had taken antibiotics during the 6 months leading to the

study.

Samples were collected, kept in anaerobic cabinet and used within 15 min of
collection. A 1/10 w/w dilution in PBS was prepared and homogenised using a

stomacher for 2 min at 460 paddle-beats per min.

e |n vitro batch cultures studies

Sterile stirred batch culture fermentation vessels (100 mL working volume) were
prepared and aseptically filled with 45 mL of sterile basal colonic growth medium
(Martin-Pelaez et al., 2008). This medium contained 2 g/L peptone water, 2 g/L
yeast extract, 0.1 g/L NaCl, 0.04 g/L KH,PO,4, 0.04 g/L K,HPO,, 0.01 g/L
MgS0O,-7H,0, 0.01 g/L CaCl,-6H,0, 2 g/L NaHCOg3, 2 mL/L Tween 80, 0.05 g/L
haemin solution, 10 uL/L vitamin K, 0.5 g/L L-cysteine HCI, 0.5 g/L bile salts. The
culture medium was adjusted to pH 7.0 and 4 mL/L of 0.025% (w/v) resazurin

solution added before autoclaving as an indicator of anaerobiosis.
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Once in the fermentation vessels, sterile medium was maintained under anaerobic
conditions by sparging the vessels with O,-free N, (15 mL/min) overnight.
Temperature was held at 37°C using a circulating water bath and pH values
controlled between 6.7 and 6.9 using an automated pH controller which added
acid or alkali as required (0.25 M HCI and 0.25 M NaOH).

Seven gently stirred pH-controlled batch fermenters were run in parallel. Two
vessels were inoculated with 1 mL of a suspension of L. plantarum C4 (10°
cfu/mL), in which one of the following carbohydrates was added: FOS or a-
cellulose (cellulose) (1% wi/v). Another set of two vessels were inoculated with 1
mL of L. rhamnosus GG (10° cfu/mL), and FOS or cellulose (1% w/v) was added
to each one. Two extra vessels were also included as positive and negative
controls, one of them containing only FOS and the other one containing only
cellulose, respectively. A control with neither probiotics nor carbohydrates added

(control) was also included.

The experiment was performed in triplicate, using one faecal sample given by a
different donor for each run of seven batch fermenters. The probiotics and
carbohydrates were added to each vessel just before the addition of 5 mL (10%
w/w) of fresh faecal slurry prepared as described above. Batch cultures were
conducted for 24 h, and 4 mL samples obtained from each vessel at 0, 5, 10 and
24 h for analysis of bacterial populations by FISH and for SCFA analyses using
gas chromatography. Pictures of batch culture vessels are shown in figures 38
and 39.

287



Chapter IV

lating

pH regu

- 4 ~ s ‘-
3 .

pH controller

Sampling

Media

Figure 38. A batch culture vessel showing important components and

necessary to run single stage batch culture fermentations.

Figure 39.

288

oy
o -

v
ey

-

solutions

A

"

Nitrogen inlet

Gasoutlet

M agnetic stirring

Water bath

ports

Batch culture vessels set up running in parallel.



Chapter IV

e Enumeration of bacterial populations by FISH analysis

FISH analysis was performed as described by Martin-Pelaez et al. (2008). Briefly,
aliquots (375 uL) of batch culture samples were fixed in three volumes of ice-cold
4% (w/v) paraformaldehyde for 4 h at 4°C. They were then centrifuged at 13,000 g
for 5 min and washed twice in 1 mL of sterile PBS. The cells were again pelleted
by centrifugation and re-suspended in 150 pL of sterile PBS, to which 150 pL of
ethanol was added. Samples were then vortexed and stored at -20°C until used in

hybridisations.

For the hybridisations, 20 pyL of each sample was pipetted onto teflon- and poly-L-
lysine-coated, six-well slides. The samples were dried onto the slides at 46°C for
15 min and afterwards dehydrated in an alcohol series (50%, 80% and 96%, 3 min
each). Ethanol was allowed to evaporate from the slides before the probes were

applied to the samples.

A probe/hybridisation buffer mixture (5 uL of a 50 ng/uL stock of probe plus 45 uL
of hybridisation buffer) was applied to the surface of each well. Hybridisations
were performed for 4 h in an ISO20 oven. For the washing step, slides were
placed in 50 mL of wash buffer containing 20 yL of DAPI (50 ng/uL) for 15 min.
They were then briefly washed (2-3 s) in ice-cold water and dried under a stream
of compressed air. Five microlitres of antifade reagent were added to each well
and a cover slip applied. Slides were stored in the dark at 4°C (for a maximum of 3
days) until cells were counted under a Nikon E400 Eclipse microscope. DAPI
slides were visualized with the aid of a DM 400 filter and probe slides with the aid
of a DM 575 filter. Numbers of specific bacteria were determined using the

following equation:
DF x ACC x 6732.42 x 50 x DF sample
Where,
DF = dilution factor (300/375 = 0.8)
ACC = average cell count of 15 fields of view
6732.42 = area of the well divided by the area of the field of view
50 = factor that takes the cell count back to per millilitre of sample
DFsampie = dilution of sample used with a particular probe or stain

All probes were commercially synthesised and 5’-labelled with the fluorescent dye.

Table 35 gives the details of the probes used in this study.
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Table 35. FISH oligonucleotide probes used in this study.

) Hybridisation/
Target bacterial )
Probe ) Target sequence (5’-3’) Washing T References
group/species

(°C)
. o . Langendijk
Bif164 Bifidobacterium spp. CATCCGGCATTACCACCC 50-50
et al. (1995)
Lactobacillus/Enterococcus Harmsen et
Lab158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA 50-50
spp. al. (1999)
Bacteroides—Prevotella Manz et al.
Bac303 CCAATGTGGGGGACCTT 46-48
group (1996)
) Clostridium histolyticum Franks et
Chis150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT 50-50
group clusters 1, Il al. (1998)
Clostridium clusters Franks et
Erec482 GCTTCTTAGTCARGTACCG 50-50
XIVa+b al. (1998)
a . Daims et al.
Eub338 | Most bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 46-48 (1999)
a . Daims et al.
Eub338 I Most bacteria GCAGCCACCCGTAGGTGT 46-48 (1999)
a . Daims et al.
Eub338 I Most bacteria GCTGCCACCCGTAGGTGT 46-48 (1999)

® These probes were used in equimolar concentrations (50 ng/mL). Formamide (35%) was included in the

hybridisation buffer.
¢ SCFA analysis

Samples were taken from the batch culture vessels at each time point and cell-free
culture supernatants obtained by centrifugation of 1 mL at 13,000 g for 10 min

followed by filter sterilisation (0.22 ym) to remove all particulate matter.

SCFA was measured by gas chromatography (Vogt et al., 2004; Fernandes et al.,
2011). 1uL of each sample was injected into a GC system fitted with a capilllary
column and flame ionisation detector. The carrier gas, helium, was delivered at a flow
rate of 14 mL/min. The head pressure was set at 10 psi with split injection. Run
conditions were: initial temperature 60°C, 1 min; + 20 °C/min to 145°C; + 4°C/min to
200°C, hold 25 min.

Peaks were integrated using Agilent ChemStation software and SCFA content
quantified by single point internal standard method. Peak identity and internal
response factors were determined using a range from 0.32 to 50 mM calibration
cocktail including acetic, propionic, iso-butyric, butyric, iso-valeric, valeric and caproic

acids.
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3.8.Statistical analysis

Bacterial counts and SCFAs were analysed using 2-way ANOVA with Bonferroni post-
tests plus least significant difference (p<0.05), to compare different vessels at the
same time points. Paired t-tests were applied to assess the same treatment at

different time points.

Adhesion counts and hydrophobicity data were analysed by ANOVA with two-tailed

distribution. Significant differences were defined at p<0.05.

All analyses were performed using GraphPad Prism 5.0.

201






Chapter IV

4 RESULTS AND DISCUSION







Chapter IV

4.1.Bacterial growth curve determination

Figure 40 shows the growth curves of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG cells.

L. plantarum C4
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Figure 40. Growth curves of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG expressed as log
cfu/mL and optical density at 600nm (ODgg0)
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4.2.Probiotic adhesion to Caco-2 cells

Probiotics may be applied in specific diseases based on their characteristics and
health-promoting effects. The capacity of lactobacilli to adhere in vitro to epithelial
cells is considered one of the main criteria in the selection of new probiotic
microorganisms (Collado et al., 2007). It is important to study the physicochemical
properties of the bacterial surfaces, as it is possible that adhesion involves a multistep
process, in which non-specific interactions and specific ligand/receptor interactions
are playing a role (Deepika et al., 2009). The adhesion of L. plantarum C4 and L.
rhamnosus GG in vitro was assessed using Caco-2 cells, which is the most commonly
used model to assess the adhesion of microorganisms to human intestinal cells (Blum
et al., 1999; Lee et al., 2000; Gueimonde et al., 2006).

Figure 41 presents the adhesion abilities of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG
cells to a Caco-2 intestinal epithelial cell line model. The results showed that for L.
plantarum C4 the adhesion reached a mean value of 266.67+85.50 bacterial cells per
Caco-2 cell. This microorganism was seen to be significantly more adhesive than L.
rhamnosus GG (151.25+20.50 cells/Caco-2) (p<0.05).

Bound cells total values were 1.07x10%+3.42x10° and 6.05x107+8.20x10° for L.

plantarum C4 and L. rhamnosus GG, respectively.
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Figure 41. Adhesion of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG cells to Caco-2 cells,
expressed as the number of adhered bacterial cells per Caco-2 cell. *p<0.05.
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Thus, our strain showed a better adhesion to epithelial cells, considered one of the
main criteria in the selection of potential probiotic microorganisms (Collado et al.,
2007). Many different values for lactobacilli adhesion have been reported, ranging
from between 10 and 160 bacterial cells per Caco-2 cell (Lee et al., 2000; Gopal et
al., 2001; Delgado et al., 2007). The differences between the literature values may
reflect bacterial cells with different physiological states, such as cells grown in

different growth media and conditions, or cells taken at different time points.

4.3.Bacterial adhesion to hydrophobic solvent

A correlation between hydrophobicity and adhesion to intestinal cells has been
previously suggested (Del Re et al., 2000; Ehrmann et al., 2002; Kos et al., 2003).
Hydrophobicity is responsible for the initial weak and reversible interaction of bacteria
adhesion that precedes binding interactions between microorganisms and their target
cells mucosal surface (Abraham et al.,, 1999). However, some controversy exists in
this field and they cannot be always correlated (Zarate et al., 2002; Vinderola et al.,
2004).

Figure 42 shows the results from the MATH assay for L. plantarum C4 and L.
rhamnosus GG cells. It can be observed that adhesion to hexadecane was low for L.
plantarum C4 (16.08+6.73%), whereas the values for L. rhamnosus GG were
significantly higher (p<0.001), reaching a mean value of 74.29+13.59%. These results
showed a hydrophilic and hydrophobic character for L. plantarum C4 and L.

rhamnosus GG, respectively.

Regarding these results, we did not find a positive correlation between hydrophobicity
and bacterial adhesion, as the most hydrophilic probiotic (L. plantarum C4) adhered to
Caco-2 significantly better than the most hydrophobic one (L. rhamnosus GG) (figures
41 and 42). Therefore, the results of this work suggested the same conclusions as the

latter authors.

The lack of correlation between the capacity for adhesion and hydrophobicity has
already been observed, indicating that this property does not play an important role in
the mechanism of immunostimulation (Vinderola et al., 2004). In addition, it has been
reported that a decrease in hydrophobicity after trypsin treatment does not necessarily
lead to a drop in the adhesion, this could be attributed to the presence of anionic

compounds or adhesive components, which are hydrophilic (Deepika et al., 2009).
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Figure 42. A) Hydrophobicity of L. plantarum C4 and L. rhamnosus GG cells
expressed as percentage of bacteria adsorbed by hexadecane as measured by the
MATH assay. *p<0.001. B) Adhesion to hexadecane of L. plantarum C4 and L.
rhamnosus GG in the syringe, respectively.

Although further research is required in order to identify which compound and factors
can influence the adhesion of the lactobacilli to intestinal cells, in this study L.
plantarum C4 demonstrated hydrophilic character and fulfiled desirable adhesive

properties.
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4.4 .Batch cultures

Apart from the assays regarding the epithelial barrier, anaerobic batch culture
experiments were carried out to investigate the capability of different probiotic
treatments to modulate the human microbiota. The influence of the potentially
beneficial strain L. plantarum C4 in a complex, competitive environment,
representative of the distal colon, was studied. As a comparison, L. rhamnosus GG, a
species widely used as adjunct culture in functional dairy products, was studied. The
microorganisms were assessed for their abilities to influence the microbiota dynamics.
To provide fermentable food sources, FOS and cellulose were additionally used as
positive and negative controls, respectively. We used FISH to monitor quantitative
changes in total bacterial numbers and counts of lactobacilli, bifidobacteria,
bacteroides and clostridia. Furthermore, SCFA production during the incubations in

the vessels containing the different treatments was also monitored.

To date, not many studies have investigated the effects of L. plantarum using in vitro
batch culture studies. These models have been largely used to study the prebiotic
effects of different substrates and also potential synbiotic combinations (Martin-
Pelaez et al., 2008; Saulnier et al., 2008; Ramnani et al., 2012). Here, L. plantarum

C4 and L. rhamnosus GG were each combined with FOS or cellulose.

e Modulation of bacterial populations by FISH analysis

In vitro modification of the faecal microbiota by L. plantarum C4 and L. rhamnosus
GG was monitored by FISH. The FISH probes used were chosen to enumerate
numerically predominant groups of the faecal microbiota (Bacteroides, Clostridium
clusters XlVa+b), groups considered beneficial for the host (Bifidobacterium or
Lactobacillus/Enterococcus spp.) or potentially negative (C. histolyticum group),

and Eub338 I-II-1ll to monitor total bacteria changes.

Figures 43, 44 and 45 show bacterial counts in control and probiotic-
supplemented cultures. Trends to increases in all incubations were observed for
bifidobacteria, but no significant changes were found, the highest number was
found in the fermentations with L. plantarum C4 + FOS at 24 h (log=8.96+0.36)
(figure 43).

Regarding Lactobacillus-Enterococcus group, a decrease in fermentations with
FOS was found at 24 h (p<0.05), compared to 0 h. Comparing all treatments to

the negative control, it was observed that Lab158 counts were significantly higher
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at time 5 h (p<0.01) and 10 h (p<0.05) in presence of L. plantarum C4 + FOS and
at 5 h (p<0.001), 10 h (p<0.01) and 24 h (p<0.001) in the case of L. rhamnosus
GG + FOS (figure 43).

Bacteroides-Prevotella group remained without significant variation throughout
fermentation, except for an increase in the control at 24 h (p<0.05). The highest
value was counted for the mixture L. plantarum C4 + FOS at 24 h, which
promoted the growth of this group of microorganisms (from log=8.56+0.07 to

log=8.9110.73), although no significant differences were observed (figure 44).

Clostridium histolyticum group increased significantly in vessels with L. plantarum
C4 + FOS and L. rhamnosus GG + cellulose (p<0.05). This group displayed a
similar behaviour in fermentations with probiotic + FOS; higher counts were found
in both of them at 10 h (p<0.01) when compared to the positive control, and at 10
h and 24 h comparing to the negative control (p<0.05, p<0.001). Besides,
significantly higher values were observed in vessels containing L. plantarum C4 +
FOS (10 h) and L. rhamnosus GG + FOS (10 h and 24 h), with respect to L.
plantarum C4 + cellulose (p<0.01) (figure 44).

Relating the Clostridium clusters XIVa+b group, no significant differences were
observed. Counts showed a first decrease at 5 h, followed by an increase at 10 h
in all vessels, with the exception of the negative control cultures. An insignificant
increase also at 24 h was observed in fermentations with L. plantarum C4 + FOS

and control (figure 45).

Finally, numbers obtained for total bacteria showed a similar behaviour with all
probiotics and carbohydrates tested, they increased during batch culture
fermentations. The maximum value of total bacteria was found in presence of L.
plantarum C4 + FOS at 10 h, reaching a value of log=10.041£0.35. However, a
decrease for the control at 24 h (p<0.05) was the only significant difference
detected (figure 45).
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Figure 43. Bacterial populations analysed by fluoresce in situ hybridisation in batch cultures containing different probiotics (n=3). Bif164: Bifidobacterium

spp. Lab158: Lactobacillus/Enterococcus spp. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; significantly different from cellulose. ®p<0.05; significantly different compared to 0 h within the same
substrate.
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Figure 44. Bacterial populations analysed by fluoresce in situ hybridisation in batch cultures containing different probiotics (n=3). Bac303: Bacteroides-
Prevotella group. Chis150: C. histolyticum group clusters |, Il. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001; significantly different from cellulose. Tp<0.01; significantly different from FOS.

¥p<0.01; significantly different from Lb C4 + cellulose. ®p<0.05; significantly different compared to 0 h within the same substrate.

302



Chapter IV

11 Erec482 11 Eub338 -1
10,5 10,5
10 10
= 95 = 95
£ 20h £ =0h
2L 2L
o O u5h o O u5h
Q Q
o [ o [ ]
S 85 10h | B g5 10h
E24h H24h
8 8
7,5 7,5
7 7
LbC4+ LbC4+ LbGG+ LbGG+ Control FOS cellulose LbC4+ LbC4+ LbGG+ LbGG+ Control FOS cellulose
FOS cellulose FOS cellulose FOS cellulose FOS cellulose

Figure 45. Bacterial populations analysed by fluoresce in situ hybridisation in batch cultures containing different probiotics (n=3). Erec482: Clostridium
clusters XIVa+b. Eub338 I-ll-Ill: Most bacteria. ?p<0.05; significantly different compared to 0 h within the same substrate.
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Although higher values of C. histolyticum were found in vessels with probiotic +
FOS, an increase in this group occurred in all the fermentations. It has been
reported that this fact could be attributed to factors such as culture conditions
rather than to a specific effect mediated by the tested probiotics (Salazar et al.,
2009).

Amongst the other groups analysed by FISH, our results showed that L. plantarum
C4 + FOS and L. rhamnosus GG + FOS clearly stimulated the growth of
Lactobacillus/Enterococcus, which was not seen with FOS alone, therefore the
addition of the Lactobacillus combined with the FOS lead to enhanced growth.
This fact might have been expected, as it had been previously observed higher
levels of beneficial members of the microbiota due to the effect of synbiotics, in

comparison with prebiotics alone (Saulnier et al., 2008).

Besides, fermentations with L. plantarum C4 + FOS showed increases over the
time and reached the highest values at 10 and 24 h in Bifidobacterium and
Bacteroides groups. It should be taken into account that no totally specific probe
targeting most species of Lactobacillus genus but discarding enterococci is
currently available; in spite of that, Lab 158 was chosen for the present work on
the basis of its good performance with common intestinal lactobacilli (Harmsen et
al., 1999). Therefore, as the Lab158 probe enumerates both lactobacilli and
enterococci, a concomitant increase of enterococci should not be discarded from

our results.

Some probiotics do not increase in mixed culture studies possibly because they
do not compete well with the rest of the gut microbiota or the numbers added are
small to be detected by FISH, whereas with the prebiotic further enhancement
was enabled. That could be why an increase in Lactobacillus/Enterococcus was
not found in vessels with L. plantarum C4 + cellulose. For this reason, the use of
prebiotics has been introduced to target indigenous beneficial bacteria already
established in the host (Gibson et al., 1995). Some authors have confirmed that
FOS is generally a well-used substrate by some lactobacilli (Kaplan et al., 2003).
However, no major differences were seen when investigating the effects of FOS

fermentation alone.

We have shown that as synbiotics there is a superior efficacy, as compared to the
prebiotic component alone, to modulate the faecal microbiota toward a purportedly

healthy composition. This is in agreement with other studies, which compared the
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effects of synbiotics and prebiotics, the major difference being an increase in

Lactobacillus/Enterococcus with the synbiotics.

In addition, probiotics added were able to be stimulated by the prebiotics, although
it should be taken into account that enhancement of probiotic growth by the
prebiotic in mixed culture has been reported to be strain specific (Ramette et al.,
2007; Saulnier et al., 2008). From these results, it appears that fermentation of the
synbiotics could be selective and affect Lactobacillus/Prevotella, one of the major

members of the microbiota considered as beneficial.

¢ SCFA production in batch cultures

Table 36 illustrates the SCFA concentrations in presence of L. plantarum C4 and
L. rhamnosus GG with FOS or cellulose. Marked differences were found between
donors with respect to levels of SCFA attained in faecal cultures. Because of this,
no significant differences were found between time points and only few
differences were observed when comparing treatments in terms of their effects on

levels of some SCFA.

In general, acetic acid production in faecal cultures occurred during early stages
of fermentation and increased levels were detected at time 5 h in all the
fermentations, except for the vessels containing L. rhamnosus GG, but no
significant differences were detected. In general, acetate was produced in the
greatest amount, with the highest value found in the incubations with L. plantarum
C4 + FOS (12.67+11.61 mM).

Acetic acid is formed by many anaerobic bacteria from the human gut, being a
principal end product of carbohydrate fermentation by bifidobacteria (Macfarlane
et al., 1997; Salazar et al., 2009). In faecal cultures with L. plantarum C4 + FOS,
the increase in lactobacilli counts correlated with the rapid increase in acetic acid
during early stages of fermentation, although no significant differences were
detected for this SCFA.

Regarding propionic acid, at time 0, concentrations ranged between 0.98-4.68
mM. After the fermentations, the maximum value was observed in the control at
10 h, followed by the fermenters inoculated with L. plantarum C4 + FOS
(2.20£1.87 mM) and L. rhamnosus GG + FOS (2.21+0.39 mM).

Bacteroides and Prevotella are among the predominant genera in the gut of

mammals (Hooper et al., 2012). They are versatile saccharolytic microorganisms
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and the major part of polysaccharide digestion that occurs in the human large
intestine is carried out by members of the genus Bacteroides (Salyers et al.,
1984). Therefore, the significant increase in Bacteroides, a group producing
variable amounts of propionate depending on the culture conditions (Macfarlane
et al.,, 1997), in the control could provide a probable rationale for the trend to
increase of propionic acid in these fermentations. However, these results were not

expected in control vessels, and it has not been reported by other authors so far.

Although significant differences were not observed, there was a similarity between
treatments in terms of their effects on levels of butyric, valeric and caproic acids.
High values were found at 0 h, afterwards the maximum concentrations were
found in vessels containing the mixture L. plantarum C4 + FOS or L. rhamnosus
GG + FOS at 5 h (butyric acid=1.26%£1.41, valeric acid=0.81+1.09, caproic
acid=0.88+1.20). In general, the levels of these three acids decreased in all the

fermentations over the time.

Finally, considering the branched chain fatty acids iso-butyric and iso-valeric
acids, as occurred with the other SCFA, we detected high levels at time 0, the
maximum values during the fermentations were found again in vessels containing
L. plantarum C4 + FOS at 5 h (iso-butyric=0.37+0.37 mM, iso-valeric=0.44+0.54
mM), without significant differences. A significantly higher value of iso-butyric acid
was found in vessels containing L. plantarum C4 + FOS at 10 h, compared to

fermentations with L. rhamnosus GG + cellulose (p<0.05).

Acetic acid was the most abundant SCFA, followed by propionic acid and butyric
acid. Largest concentrations at 5 h were generally found in the fermenters with L.
plantarum C4 + FOS.
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Table 36. SCFA concentrations in pH-controlled batch cultures at 0, 5, 10 and 24 h (n=3).

Lb C4: L. plantarum C4. Lb GG: L. rhamnosus GG.

Treatment

Acetic

Propionic

Butyric

Valeric

Caproic

Iso-

Butyric

Iso-

Valeric

*p<0.05; significantly different from Lb GG + cellulose at the same time point.

Time

point

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Oh
5h
10h
24h

Lb C4 +
FOS

7.05£9.21

12.67+11.61

3.26+4.53
0.32+0.07

4.68+4.23
2.20+£1.87
1.31+0.69
1.08+0.42

3.47+£3.83
1.26+1.41
0.27+0.21
0.22+0.30

2.70+£3.94
0.81+£1.09
0.11+£0.10
0.07+0.08

2.59+3.85
0.88+1.20
0.20£0.12
0.08+0.08

1.72+2.56
0.37+0.37
0.09+0.02*
0.07+0.04

2.06+3.07
0.44+0.54
0.09+0.03
0.12+0.12

Mean SCFA concentration (mM) in treatment (+SD)

Lb C4 +

cellulose

1.99+3.11
5.42+5.40
2.04+3.08
0.40+0.08

1.45+1.61
1.71x1.73
1.62+1.29
2.15+£1.20

1.15+1.43
0.86+0.96
0.92+1.01
1.03+1.37

1.01+1.58
0.46+0.69
0.29+0.35
0.50+0.79

1.03+1.63
0.46+0.70
0.23+0.32
0.23+0.36

0.48+0.78
0.14+0.19
0.08+0.07
0.13+£0.15

0.61+0.95
0.21+£0.25
0.15+£0.14
0.33£0.41

Lb GG +
FOS

6.51+8.54
3.62+5.08
2.44+3.58
0.36+0.18

2.98+3.07
2.21+0.39
1.51+0.61
1.06+0.81

2.04+2.56
0.75+0.55
0.30+0.22
0.31+0.39

1.74+2.63
0.41+0.46
0.11£0.10
0.09+0.14

1.83+2.78
0.50+0.59
0.14+0.11
0.04+0.03

0.75+1.09
0.21+0.15
0.08+0.03
0.07+0.06

1.02+1.46
0.23+0.19
0.08+0.04
0.11+0.14

Lb GG +

cellulose

3.40£2.92
1.72+2.58
1.51+1.88
0.60+0.63

0.98+0.94
0.94+0.54
1.33+0.80
1.15+0.94

0.72+0.78
0.43+0.32
0.34+0.31
0.41+0.47

0.61+£0.94
0.18+0.24
0.10£0.11
0.11£0.15

0.67+1.03
0.23+0.32
0.04+0.02
0.09+0.10

0.23+0.35
0.06+0.06
0.04+0.01
0.07+0.05

0.31£0.43
0.10+0.09
0.07+0.04
0.10+0.10

Control

3.21+4.42
8.42+6.71
3.19+4.39
0.35+0.08

4.44+3.62
1.86+0.94
2.91+3.50
1.12+0.83

3.38+3.41
0.86+0.67
0.24+0.17
0.07+0.03

2.39+3.33
0.57+0.64
0.12+0.14
0.02+0.02

2.21+£3.21
0.67+0.72
0.18+0.17
0.06+0.05

0.26+0.32
0.29+0.22
0.11+0.05
0.06+0.04

2.34+3.41
0.37+0.27
0.09+0.03
0.05+0.01

FOS

2.10+3.20
6.85+6.43
6.51+£5.92
4.29+6.52

1.59+1.68
1.84+1.73
1.44+0.90
1.98+0.47

1.24+1.51
0.94+0.88
0.79+0.62
1.13+0.96

1.06+1.65
0.52+0.75
0.29+0.27
0.56+0.59

1.09+1.71
0.50+0.75
0.22+0.29
0.19+0.19

0.57+0.94
0.15+0.21
0.07+0.06
0.09+0.04

0.71£1.10
0.25+0.30
0.12+0.09
0.17+0.11

cellulose

3.70£3.14
3.87+4.05
1.57+2.00
0.35+0.23

1.39+1.59
1.27+1.49
0.96+0.62
0.83+0.49

1.11%1.40
0.73+0.85
0.51+0.43
0.29+0.36

0.97+1.53
0.42+0.64
0.16+0.17
0.13+0.20

1.01+1.62
0.47+0.73
0.15+0.20
0.03+0.02

0.42+0.69
0.12+0.17
0.04+0.04
0.04+0.03

0.54+0.83
0.19+0.24
0.09+0.06
0.10+0.09
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5. CONCLUSIONS







1.

2.

3.

Chapter IV

Higher levels of lactobacilli can result from the presence of Lactobacillus
plantarum C4 and fructooligosaccharides. Thus, this synbiotic may have
superior effects, compared to fructooligosaccharides alone, to modulate the
faecal microbiota, increasing some health-promoting bacteria in the large

intestine.

The strain Lactobacillus plantarum C4 showed more hydrophilic character and
better adhesion to epithelial cells, in comparison with Lactobacillus rhamnosus
GG.

Although in vivo studies should confirm these effects, the results are promising

due to the oligosaccharides content in goat’s milk compared to cow’s milk.

Conclusiones

1.

3.

El estudio de la composicion de la microbiota fecal muestra mayores niveles
de lactobacilos en presencia de Lactobacillus plantarum C4 vy
fructooligosacaridos. Por tanto, este simbidtico podria modular la microbiota

en el intestino grueso, en comparaciéon con fructooligosacaridos solos.

La cepa Lactobacillus plantarum C4 mostré un caracter mas hidrofilico y una
mejor adhesion a células epiteliales, en comparacién con Lactobacillus

rhamnosus GG.

Aunque estos efectos deben ser confirmados con estudios in vivo, son
resultados prometedores dado el contenido natural de oligosacéaridos en la

leche de cabra respecto a la leche de vaca.

311






Chapter IV

6. REFERENCES







Chapter IV

A

Abraham SN, Sharon N, Ofek I. Adhesion of bacteria to mucosal surfaces. In: Ogra PL, Lamm
ME, Brenenstock J, McGhee JR. (Ed.). Mucosal Immunity. Academic Press. New York, 1999.

Alander M, Satokari R, Korpela R, Saxelin M, Vilpponen-Salmela T, Mattila-Sandholm T, von
Wright A. Persistence of colonization of human colonic mucosa by a probiotic strain,

Lactobacillus rhamnosus GG, after oral consumption. Appl Environ Microbiol 1999, 65:351-4.
B

Backhed F, Ley RE, Sonnenburg JL, Peterson DA, Gordon JI. Host-bacterial mutualism in the
human intestine. Science 2005, 307:1915-20.

Blum S, Reniero R, Schiffrin EJ, Crittenden R, Mattila-Sandholm T, Ouwehand AC, Salminen
S, von Wright A, Saarela M, Saxelin M, Collins K, Morelli L. Adhesion studies for probiotics:
need for validation and refinement. Trends Food Sci Technol 1999, 10:405-10.

Bujalance C, Moreno E, Jiménez-Valera M, Ruiz-Bravo A. A probiotic strain of Lactobacillus
plantarum  stimulates Ilymphocyte responses in  immunologically intact and

immunocompromised mice. Int J Food Microbiol 2007, 113:28-34.
C

Chapman CM, Gibson GR, Rowland I. In vitro evaluation of single- and multi-strain probiotics:
inter-species inhibition between probiotic strains, and inhibition of pathogens. Anaerobe 2012,
18(4):405-13.

Collado MC, Surono |, Meriluoto J, Salminen S. Indigenous dadih lactic acid bacteria: cell-

surface properties and interactions with pathogens. J Food Sci 2007, 72(3):89-93.
D

Daims H, Bruls A, Amann R, Schleifer KH, Wagner M. The domain-specific probe EUB338 is
insufficient for the detection of all bacteria: development and evaluation of a more
comprehensive probe set. Syst Appl Microbiol 1999, 22(3):434-44.

Deepika G, Green RJ, Frazier RA, Charalampopoulos D. Effect of growth time on the surface
and adhesion properties of Lactobacillus rhamnosus GG. J Appl Microbiol 2009, 107:1230-40.

Deepika G, Rastall RA, Charalampopoulos D. Effect of food models and low-temperature
storage on the adhesion of Lactobacillus rhamnosus GG to Caco-2 cells. J Agric Food Chem
2011, 59:8661-6.

Del Re B, Sgorbati B, Miglioli M, Palenzona D. Adhesion, autoaggregation and hydrophobicity
of 13 strains of Bifidobacterium longum. Lett Appl Microbiol 2000, 31:438-42.

315



Chapter IV

Delgado S, O’Sullivan E, Fitzgerald G, Mayo B. Subtractive screening for probiotic properties
of Lactobacillus species from the human gastrointestinal tract in the search for new probiotics.
J Food Sci 2007, 72:M310-5.

E

Ehrmann MA, Kurzak P, Bauer J, Vogel RF. Characterization of lactobacilli towards their use
as probiotic adjuncts in poultry. J Appl Microbiol 2002, 92:966-75.

F

FAO/WHO. Guidelines for the evaluation of probiotics in food. London, Ontario, Canada, April
30 and May 1, 2002. ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/wgreport2.pdf

Fernandes J, Vogt J, Wolever TMS. Inulin increases short-term markers for colonic
fermentation similarly in healthy and hyperinsulinaemic humans. Eur J Clin Nutr 2011,
65:1279-86.

Fooks LJ, Gibson GR. Mixed culture fermentation studies on the effects of synbiotics on the
human intestinal pathogens Campylobacter jejuni and Escherichia coli. Anaerobe 2003, 9:231-
42.

Frank DN, Robertson CE, Hamm CM, Kpadeh Z, Zhan T, Chen H, Zhu W, Sartor RB,
Boedeker EC, Harpaz N, Pace NR, Li E. Disease phenotype and genotype are associated with
shifts in intestinal-associated microbiota in inflammatory bowel diseases. Inflamm Bowel Dis
2011, 17:179-84.

Franks AH, Harmsen HJM, Raangs GC, Jansen GJ, Schut F, Welling GW. Variations of
bacterial populations in human feces measured by fluorescent in situ hybridization with group-
specific 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes. Appl Environ Microbiol 1998, 64:3336-45.

G

Gibson GR, Roberfroid MB. Dietary modulation of the human colonic microbiota—introducing
the concept of prebiotics. J Nutr 1995, 125:1401-12.

Gopal PK, Prasad J, Smart J, Gill HS. In vitro adherence properties of Lactobacillus
rhamnosus DR20 and Bifidobacterium lactis DR10 strains and their antagonistic activity

against an enterotoxigenic Escherichia coli. Int J Food Microbiol 2001, 67:207-16.

Gueimonde M, Jalonen L, He F, Hiramatsu M, Salminen S. Adhesion and competitive
inhibition and displacement of human enteropathogens by selected lactobacilli. Food Res Int
2006, 39 467-71.

316


ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/wgreport2.pdf

Chapter IV

H

Harmsen HJM, Gibson GR, Elfferich P, Raangs GC, Wildeboer-Veloo AC, Argaiz A,
Roberfroid MB, Welling GW. Comparison of viable cell counts and fluorescence in situ
hybridization using specific rRNA-based probes for the quantification of human fecal bacteria.
FEMS Microbiol Lett 1999, 183:125-9.

Hickson M. Probiotics in the prevention of antibiotic-associated diarrhea and Clostridium
difficile infection. Therap Adv Gastroenterol 2011, 4:185-97.

Hooper LV, Midtvedt T, Gordon JI. How host-microbial interactions shape the nutrient

environment of the mammalian intestine. Annu Rev Nutr 2002, 22:283-307.
K

Kaplan H, Hutkins RW. Metabolism of fructooligosaccharides by Lactobacillus paracasei 1195.
Appl Environ Microbiol 2003, 69:2217-22.

Kos B, Suskovic J, Vukovic S, Simpraga M, Frece J, Matosic S. Adhesion and aggregation
ability of probiotic strain Lactobacillus acidophilus M92. J Appl Microbiol 2003, 94:981-7.

L

Langendijk PS, Schut F, Jansen GJ, Raangs GC, Kamphuis GR, Wilkinson MHF, Welling GW.
Quantitative fluorescence in situ hybridization of Bifidobacterium spp. With genus-specific 16s
ribosomal-RNA-targeted probes and its application in fecal samples. Appl Environ Microbiol
1995, 61:3069-75.

Lee YK, Lim CY, Teng WL, Ouwehand AC, Tuomola EM, Salminen S. Quantitative approach
in the study of adhesion of lactic acid bacteria to intestinal cells and their competition with
enterobacteria. Appl Environ Microbiol 2000, 66:3692-7.

M

Macfarlane GT, Gibson GR. Carbohydrate fermentation, energy transduction, and gas
metabolism in the human large intestine. In: Mackie RI, White BA. (Eds.). Gastrointestinal

Microbiology. Chapman and Hall. London, 1997.

Manichanh C, Rigottier-Gois L, Bonnaud E, Gloux K, Pelletier E, Frangeul L, Nalin R, Jarrin C,
Chardon P, Marteau P, Roca J, Dore J. Reduced diversity of faecal microbiota in Crohn’s

disease revealed by a metagenomic approach. Gut 2006, 55:205-11.

Manz W, Amann R, Ludwig W, Vancanneyt M, Schleifer KH. Application of a suite of 16S

rRNA-specific oligonucleotide probes designed to investigate bacteria of the phylum

317


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wildeboer-Veloo%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10650214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Argaiz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10650214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roberfroid%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10650214
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Welling%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10650214

Chapter IV

cytophaga—flavobacter-bacteroides in the natural environment. Microbiology 1996, 142:1097-
106.

Martin-Pelaez S, Gibson GR, Martin-Orue SM, Klinder A, Rastall RA, La Ragione RM,
Woodward MJ, Costabile A. In vitro fermentation of carbohydrates by porcine faecal inocula
and their influence on Salmonella Typhimurium growth in batch culture systems. FEMS
Microbiol Ecol 2008, 66:608-19.

Masco L, Huys G, De Brandt E, Temmerman R, Swings J. Culture-dependent and culture-
independent qualitative analysis of probiotic products claimed to contain bifidobacteria. Int J
Food Microbiol 2005, 102:221-30.

o

Ouwehand AC, Kirjavainen PV, Gronlund MM, Isolauri E, Salminen SJ. Adhesion of probiotic

microorganisms to intestinal mucus. Int Dairy J 1999, 9:623-30.
R
Ramette A. Multivariate analysis in microbial ecology. FEMS Microbiol Ecol 2007, 62:142-60.

Rammani P, Chitarrari R, Tuohy K, Grant J, Hotchkiss S, Philp K, Campbell R, Gill C, Rowland
I. In vitro fermentation and probiotic potential of novel low molecular weight polysaccharides

derived from agar and alginate seaweeds. Anaerobe 2012, 18:1-6.

Ren D, Li C, Qin Y, Yin R, Li X, Tian M, Du S, Guo H, Liu C, Zhu N, Sun D, Li Y, Jin N.
Inhibition of Staphylococcus aureus adherence to Caco-2 cells by lactobacilli and cell surface
properties that influence attachment. Anaerobe 2012, 18(5):508-15.

S

Salazar N, Gueimonde M, Hernandez-Barranco AM, Ruas-Madiedo P, de los Reyes-Gavilan
CG. Exopolysaccharides produced by intestinal Bifidobacterium strains act as fermentable

substrates for human intestinal bacteria. Appl Environ Microbiol 2008, 74:4737-45.

Salazar N, Ruas-Madiedo P, Kolida S, Collins M, Rastall R, Gibson G, de los Reyes-Gavilan
CG. Exopolysaccharides produced by Bifidobacterium longum IPLA E44 and Bifidobacterium
animalis subsp. lactis IPLA R1 modify the composition and metabolic activity of human faecal
microbiota in pH-controlled batch cultures. Int J Food Microbiol 2009, 135:260-7.

Salyers AA. Bacteroides of the human lower intestinal tract. Annu Rev Microbiol 1984, 38:293-
313.

Saulnier DMA, Gibson GR, Kolida S. In vitro effects of selected synbiotics on the human faecal
microbiota composition. FEMS Microbiol Ecol 2008, 66:516-27.

318



Chapter IV

T

Tilg H. Obesity, metabolic syndrome, and microbiota multiple interactions. J Clin Gastroenterol
2010, 44:516-8.

Turnbaugh PJ, Ley RE, Mahowald MA, Magrini V, Mardis ER, Gordon JI. An obesity-
associated gut microbione with increased capacity for energy harvest. Nature 2006, 444:1027-
31.

\%
Vaughan EE, Mollet B. Probiotics in the new millennium. Nahrung 1999, 43(3):S148-53.

Vinderola CG, Medici M, Perdigdbn G. Relationship between interaction sites in the gut,
hydrophobicity, mucosal immunomodulating capacities and cell wall protein profiles in

indigenous and exogenous bacteria. J Appl Microbiol 2004, 96:230-43.

Vogt JA, Pencharz PB, Wolever TMS. L-Rhamnose increases serum propionate in humans.
Am J Clin Nutr 2004, 80(1):89-94.

z

Zarate G, De Ambrosini VIM, Chaia AP, Gonzalez SN. Adhesion of dairy propionibacteria to

intestinal epithelial tissue in vitro and in vivo. J Food Protect 2002, 65:534-9.

319






RESUMEN Y CONCLUSIONES

5







Resumen y conclusiones

La leche de cabra tiene un alto valor nutricional y sus beneficios saludables estan
bien demostrados, siendo una materia prima muy apreciada en la fabricacién de
quesos pero no de otros fermentados lacteos. Algunos paises europeos como
Francia, Espana y Grecia estan a la cabeza de la produccién mundial de leche de
cabra. Este ganado ha sido un pilar econémico en el desarrollo de zonas geograficas
desfavorecidas en Andalucia; la utilizacion de la leche de cabra contribuye al
mantenimiento de la poblacion, conjugando tradiciones con los nuevos avances

cientificos y tecnolégicos.

El consumo de leche y derivados se debe considerar en el contexto de una
alimentacion variada y equilibrada. Se ha observado que la ingesta elevada de
productos lacteos y en particular de yogur, se acompana de una mayor calidad de
vida. Teniendo en cuenta que las leches fermentadas presentan algunas ventajas
sobre otros lacteos, se recomienda incluirlas en la dieta y diversificar el consumo

diario de estos productos.

El interés y beneficios saludables de las leches fermentadas han convertido este
sector en uno de los mas dinamicos de la industria lactea. El desarrollo de leches
fermentadas de cabra con probidticos ha sido recomendado en el campo de la
producciéon de fermentados lacteos, en base a los beneficios que estos

microorganismos confieren al huésped.

En este contexto, la Junta de Andalucia concedi6 el proyecto de investigacion de
excelencia AGR-4915 titulado “La leche de cabra como base para la elaboraciéon de
un fermentado lacteo. Propuesta de un alimento funcional”. La hipotesis de partida es
el desarrollo de un fermentado desnatado de leche de cabra con efecto probiético,
que permitira proporcionar un alimento con interés nutricional para ser consumido por
la poblacién en general y en especial por grupos de poblacion en riesgo nutricional,
como los nifos y las personas mayores, y al mismo tiempo colaborar al desarrollo

sostenible de este sector lacteo.

La presente Memoria de Tesis Doctoral, asociada a dicho proyecto, consta de cuatro
capitulos que incluyen el disefio y desarrollo del producto, el estudio de la
biodisponibilidad de minerales, la investigacion de los efectos protector y regenerador
sobre la barrera de permeabilidad intestinal y la evaluacién de la modulacién de la

microbiota intestinal.

En el primer capitulo se optimizaron las condiciones de elaboracion de una leche de

cabra fermentada desnatada, utilizando Ila ultrafiltracion como método de
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concentracién de la leche de partida, y anadiendo Lactobacillus plantarum C4, una
cepa potencialmente  probiética con  propiedades antimicrobianas e
inmunomoduladoras, al cultivo propio del yogur (Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus). El proceso de elaboracion requirié una temperatura de
incubacion de 37°C y alcanzar un pH final de 4,2. Una vez obtenido el producto, se
llevé a cabo su caracterizacién microbiolégica, fisico-quimica y de propiedades de
textura. No se observaron interacciones negativas entre los microorganismos propios
del yogur y la cepa L. plantarum C4 se mantuvo a concentraciones optimas para
ejercer su efecto probidtico (10° ufc/mL) tras cuatro semanas desde la elaboracion
del producto. Desde el punto de vista nutricional, el producto presentdé un bajo
contenido energético y alto contenido en proteinas, respecto a las leches de cabra
fermentadas comerciales, debido a la ultrafiltracion de la leche de partida, que
ademas mejord la sinéresis y viscosidad del producto final. El valor nutricional se

presenta a continuacion.

Informacion nutricional. Valores medios por 100 g

Valor energético (kcal) 37
Valor energético (kJ) 156
Proteinas (Q) 5,8
Lactosa (Q) 8
Grasa (g) 0,1
Calcio (mg) 164

Se ha postulado que la biodisponibilidad de ciertos minerales es superior en leche de
cabra que en leche de vaca, siendo escasos los datos relativos a leches de cabra
fermentadas. Ademas, ciertos microorganismos probidticos podrian aumentar la
biodisponibilidad de minerales. Por ello, en el segundo capitulo se determiné el
contenido de Ca, Mg, P y Zn en el producto, asi como su biodisponibilidad, mediante
métodos in vitro de solubilidad y dializabilidad y ensayos con la linea celular Caco-2.
Se observé un mayor contenido mineral en la leche fermentada experimental que en
leches de cabra fermentadas comerciales, ya que la ultrafiltracion concentra la
fraccién de estos minerales unida a caseinas. La concentracion de Ca en el producto
supone un 20,5% de los valores de referencia de nutrientes. La biodisponibilidad
mineral también fue superior en la leche fermentada experimental, posiblemente
debido al pH final del producto y al mayor contenido en caseina, que facilita la
generaciéon de péptidos bioactivos. Este ultimo aspecto es objeto de estudio de otra

Tesis Doctoral integrada en el proyecto.
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Por otra parte, algunos probidticos han sido exitosamente usados en la prevencién y
tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales, destacando entre sus
mecanismos de accién, la mejora en la funcion de la barrera intestinal. El tercer
capitulo se centra en la investigacion de los posibles efectos protector y regenerador
de L. plantarum C4 sobre la permeabilidad de dicha barrera. Se observd que
efectivamente la cepa podria ejercer dichos efectos y prevenir con ello disfunciones
en la barrera intestinal, pues mitigd parcialmente los danos inducidos por TNF-a y

bilirrubina.

Existe también considerable interés en la eficacia de los probidticos para restaurar
una microbiota alterada o preservar un equilibrio microbiano, que podria proteger
frente a la invasion de patdgenos y mejorar la salud intestinal. La hidrofobicidad y la
habilidad de los probidticos para adherirse a la mucosa influyen en su interaccion con
el hospedador y los microorganismos presentes en el intestino. En base a ello, y para
considerar no sélo la barrera epitelial sino también el lumen intestinal, en el cuarto
estudio se evaluaron el caracter hidrofébico y la habilidad de adhesion in vitro a
células Caco-2 de L. plantarum C4 vy Lactobacillus rhamnosus GG, un
microorganismo probiotico ampliamente usado en leches fermentadas, asi como sus
propiedades de fermentacion, determinando los cambios producidos en la
composicion de la microbiota fecal y en los niveles de acidos grasos de cadena corta.
La cepa L. plantarum C4 mostré un caracter mas hidrofilico y una mejor adhesion a
células epiteliales que L. rhamnosus GG. Ademas, la presencia de L. plantarum C4 y
fructooligosacaridos puede modular la microbiota fecal, incrementado bacterias que

promueven la salud en el intestino grueso, como son los lactobacilos.

De todo lo expuesto, se puede concluir que el método de elaboracion optimizado
mediante desnatado, ultrafiltracion de la leche e incorporacion de L. plantarum C4,
proporciona un producto estandarizado, con buenas cualidades reoldgicas, con un
bajo contenido energético y, en comparacién con los productos comerciales
existentes, con alto contenido en proteina y calcio biodisponible. Los modelos
experimentales utilizados para evaluar los efectos de L. plantarum C4 muestran que
este microorganismo tiene potencial para prevenir o atenuar disfunciones en la
barrera intestinal y, en simbiosis con fructooligosacaridos, modular la microbiota

intestinal.

Actualmente, se estan investigando los beneficios del producto en animales de

experimentacion.
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Summary and conclusions

Goat’s milk has many health benefits and high nutritional value. It is valued for the
manufacture of cheese but not for other fermented products. Some European
countries such as France, Spain and Greece are at the forefront of the world
production of goat’s milk. Dairy goat farming plays a vital role in the development of
disadvantaged geographical areas in Andalusia; the use of goat’s milk contributes to
the maintenance of the population, combining traditional methods with new scientific

and technological advances.

The consumption of milk and dairy products should be considered in a varied and
balanced diet. It has been observed that a high intake of dairy products, especially
yoghurt, leads to a better quality of life. Taking into account that fermented milks
present some benefits compared to other dairy products, it is recommended to include

them in the diet and diversify the consumption of these products.

The interest and health benefits of fermented milks have made this sector one of the
most dynamic in the dairy industry. The development of fermented goat’s milks with
probiotics has been recommended in the production of fermented products, due to the

benefits that these microorganisms confer to the consumer host.

In this context, the Government of Andalusia awarded the excellence research project
AGR-4915 entitled “Goat’s milk as a basis for the manufacture of a fermented milk.
Proposal for a functional food”. The aim is to develop a fermented goat’s skimmed
milk with probiotic effect, providing a food with a nutritional value which will be
consumed by the general population and especially by groups at nutritional risk, such
as children and the elderly, while collaborating on sustainable development in this

dairy sector.

The present Doctoral Thesis, associated to the project, has four chapters which
include the design and development of the product, study of mineral bioavailability,
investigation of protective and regenerative effects on the intestinal permeability

barrier and finally, evaluation of the modulation of the intestinal microbiota.

In the first chapter, the conditions for the elaboration of a fermented goat’s skimmed
milk were optimized, using ultrafiltration as a concentration method of the milk, and
adding Lactobacillus plantarum C4, a strain potentially acting as a probiotic with
antimicrobial and immunomodulatory properties, to the starter microorganisms of the
yoghurt (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus). The manufacture
required an incubation temperature of 37°C and a final pH of 4.2. Microbiological,

physico-chemical and textural characterization was carried out. The microorganisms
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of the yoghurt and Lactobacillus plantarum C4 showed no negative interactions during
the fermentation process, and this strain exhibited optimal concentrations to exert its
probiotic effects (10° cfu/mL) four weeks after the elaboration of the product. From a
nutritional point of view, the product has low energy content and high protein content,
compared to commercial fermented goat’s milks, due to the ultrafiltration of the milk,
which also improved the synaeresis and viscosity of the final product. The nutritional

value is presented below.

Nutritional information. Mean values per 100 g

Energy value (kcal) 37
Energy value (kJ) 156
Proteins (g) 5.8
Lactose (Q) 8.8
Fat (g) 0.1
Calcium (mg) 164

It has been reported that the bioavailability of certain minerals is higher in goat’s milk,
in comparison to cow’s milk, although data about fermented goat’s milk are scarce. In
addition, some probiotic microorganisms could increase mineral bioavailability.
Therefore, in the second chapter Ca, Mg, P and Zn levels in the product were
determined, as well as their bioavailability using in vitro methods of solubility,
dializability and assays with Caco-2 cell culture. Higher mineral content was observed
in the experimental fermented milk than in the commercial ones, as the ultrafiltration
concentrates these minerals fraction associated with caseins. Ca concentration in the
product is a 20.5% of the nutrient reference values. Mineral bioavailability was also
higher in the experimental fermented milk, probably due to the final pH of the product
and higher casein content, which favours the generation of bioactive peptides. This

latter aspect is studied in another Doctoral Thesis associated to the project.

Some probiotics have been successfully used in the prevention and treatment of
inflammatory bowel diseases, one of their action mechanisms is the improvement of
the intestinal barrier function. The third chapter investigated protective and
regenerative effects of L. plantarum C4 on the permeability of the barrier. The strain
was observed to exert those effects and thereby prevent intestinal barrier dysfunction,

as it partially mitigated the TNF-a- and bilirubin-induced damage.

Restoration of the altered microbiota or preservation of a healthy microbial balance
with probiotics could protect against pathogen invasion and/or colonisation, as well as

improve gut health and wellbeing. Hidrophobicity and ability to adhere to the intestinal
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mucosa influences their interaction with the host and the microbiota. To address the
intestinal lumen and epithelial barrier, in the fourth chapter we investigated
hydrophobic character and ability to adhere in vitro to Caco-2 cells of L. plantarum C4
and Lactobacillus rhamnosus GG, a species widely used as adjunct culture in
functional dairy products. Concomitantly, fermentation properties were also evaluated,
determining changes in the composition of faecal bacteria and levels of short chain
fatty acids. L. plantarum C4 showed more hydrophilic character and better adhesion
to epithelial cells, in comparison with L. rhamnosus GG. Besides, the presence of L.
plantarum C4 and fructooligosaccharides can modulate faecal microbiota, increasing

health-promoting bacteria in the large intestine, such as lactobacilli.

From these results, it can be concluded that the elaboration method optimized using
skimmed, milk ultrafiltration and incorporation of L. plantarum C4, provides a
standardized product with good rheological properties, with low energy content and, in
comparison to existing commercial products, it has high content in protein and
bioavailable calcium. Experimental models used to assess L. plantarum C4 effects
show that this microorganism has the potential to prevent or attenuate intestinal
barrier dysfunction and, in symbiosis with fructooligosaccharides, modulate the

intestinal microbiota.

Currently, the benefits of the product are being assessed in experimental animals.
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