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DE ACIDEZ In vitro

VIABILITY OF Saccharomyces boulardii UNDER ACIDIC CONDITIONS /In vitro
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RESUMEN

Se evalué el efecto de la acidez in vitro sobre la su-
pervivencia de Saccharomyces boulardii encapsulada. Para
la encapsulacién se estudio la relacién entre las propiedades
texturales de dos tipos de geles, uno de alginato (Alg) y otro
de alginato-inulina-mucilago de nopal Opuntia ficus-indica
(Alg-Inu-Muc). La levadura probidtica fue expuesta por3 h a
condiciones de acidez a pH de 2,0 y 6,5, simulando las con-
diciones de estdmago y colon, respectivamente. Se observé
que los geles de Alg presentaron mayor dureza. La mezcla
Alg-Inu-Muc disminuy6 la fuerza del gel, formando una
matriz de gel mas cohesiva. A pH de 6,5, el microorganismo
encapsulado con la mezcla de Alg-Inu-Muc presento super-
vivencia de 92,93, 94,11 y 89,08%, a tiempos de exposicién
de 60, 120 y 180 min, respectivamente. A valores de pH de
2,0 se mantuvo la viabilidad de 87,79, 82,65 y 76,87%. En
ambos casos se logré una supervivencia mayor respecto a
su viabilidad inicial, conservando una viabilidad de 10 UFC/
mL, por lo que resulta adecuado para considerarse como un
microorganismo probidtico.
Palabras clave: Saccharomyces boulardii, probiéticos, hidro-
coloides, supervivencia celular.

ABSTRACT

The effect of acidity in vitro on survival of Saccha-
romyces boulardii encapsulated was evaluated. It was studied
the relationship between the texture properties of two
types of gels composed of either alginate (Alg) or a blend
of alginate-inulin-mucilage from nopal Opuntia ficus-indica
(Alg-Inu-Muc) to encapsulate the yeast. The probiotic yeast
was exposed to acidic conditions at pH 2,0 and 6,5 condi-
tions simulating stomach and colon respectively, during an
exposure period of 3 h. It was observed in the texture profile
analysis of the gels with Alg greater hardness. The blend Alg-
Inu-Muc decreased the gel strength, forming a more cohesive
gel matrix. At pH 6,5, the microorganism encapsulated with
Alg-Inu-Muc blend had a survival of 92.93, 94.11 y 89.08% at
exposure times of 60, 120 and 180 min, respectively. Viability
at pH 2.0 was 87.79, 82.65 y 76.87%., respectively. In both ca-
ses of pH it was maintained a viability of 107 UFC/mL, making
it suitable to be considered as a probiotic microorganism.
Keywords: Saccharomyces boulardii, hydrocolloids, probio-
tic, cell survival.
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INTRODUCCION

En la flora intestinal humana existen mas de 400
especies de microorganismos que conviven en armonia
sintetizando sustancias beneficiosas que contribuyen a la
absorcion de nutrientes, favoreciendo el metabolismo colo-
nico de la fibra, mejorando la digestibilidad y neutralizando
sustancias potencialmente patogénicas. El intestino ofrece
substratos y las condiciones para su desarrollo permitiendo
asi que la flora promueva una mejor funcién intestinal (Man-
ning et al., 2004).

En la vida intrauterina el tracto intestinal es estéril,
y es después del nacimiento cuando la flora intestinal se
desarrolla. Durante los primeros dias de vida las bifidobac-
terias colonizan el intestino protegiendo de infecciones
al organismo humano. La flora microbiana humana ejerce
importantes funciones inmunoldgicas, metabdlicas, troficas,
y protectoras, en el cual se refleja un modelo de simbiosis
entre el huésped y el los microorganismos intestinales
(Buccigrossi et al., 2013). Sin embargo, la flora intestinal es
vulnerable a determinadas condiciones. En los adultos varia
notablemente ya que dependen de varios factores como la
alimentacién, los genes, el medio que habita, tratamientos
con antibidticos, estrés, medicamentos, infecciones, edad,
clima, intervenciones quirurgicas en estdbmago o intestino
y de algunas enfermedades como las hepaticas, renales y
cancer (Manning et al., 2004).

Tener una flora estable y bien equilibrada es una ga-
rantia de buena salud ya que evita la colonizacién y sobre
desarrollo de microorganismos patégenos mediante varios
mecanismos como la competencia y la sintesis de bacterioci-
nas. El desequilibrio de la flora puede prevenirse con la admi-
nistracion de cultivos microbianos vivos, los cuales reciben el
nombre de probiéticos (Steidler et al., 2000).

Los probidticos se indican como “organismos vivos
que al ser ingerido en cantidades suficientes, proporcionan
un efecto benéfico sobre la salud del huésped, mejorando su
balance microbiano intestinal” (Ceapa et al., 2013; O'Riordan
etal., 2001). Un probidtico ideal debera de poseer la mayoria
de las siguientes caracteristicas: la habilidad de adherirse a
las células, multiplicarse, y producir peréxido de hidrégeno,
acidos, bacteriocinas contra el crecimiento de patdgenos,
ser seguro, no-invasivo, no-carcinogénico, no-patogénico, y
co-agregarse para formar una flora normal balanceada (Khan
etal., 2013).
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Los microorganismos probiéticos por lo general son
benéficos al ser humano, sin embargo, de manera natural
poseen poca resistencia durante su paso por el tracto gas-
trointestinal, resultando en una baja viabilidad al momento
de llegar al colon. No obstante, las bacterias y levaduras pue-
den ser manipuladas de tal manera que se les proteja ante
condiciones adversas, una forma de hacerlo es por medio de
la encapsulacion.

Ramos-Clamont et al. (2013), mencionan que uno de
esos procesos es la microencapsulacién, la cual es considera-
da como una forma especial de empaque de una sustancia o
microorganismo que provee un medio para envasar, separar
y almacenar materiales en escala microscépica para su libera-
cién posterior bajo condiciones controladas (Pedroza, 2002).

Las microcapsulas son de geometria esférica con una
fase interna continua rodeada por una pared también conti-
nua conocida como estructura de particula simple, mientras
que otras pueden tener una geometria irregular y pueden
tener la fase interna distribuida en una matriz de material de
pared formando estructuras agregadas (Barbosa-Canovas et
al., 2005).

Asi, la levadura Saccharomyces boulardii es con-
siderado como probiético; ya que cuando recorre el tracto
gastrointestinal, genera efectos farmaco dindmicos seme-
jantes a los efectos fisiologicos de la flora intestinal normal
(Miranda, 2009). S. boulardii induce una proteccién contra
los agentes patdgenos entéricos, modulando la respuesta
inmune del huésped inhibiendo las toxinas bacterianas y
mejorando los factores tréficos como el incremento de las
enzimas de la membrana del borde en cepillo y transporta-
dores de nutrientes (Tranquilino et al,, 2012). En un estudio
realizado por Chen et al. (2009), se demostrd que la ingestion
oral de S. boulardii en ratas redujo la formacién colénica y
apoptosis y disminuyo el crecimiento de tumores y displasia
en colon. Dumas et al. (2013) proporcionaron los farmacos
claritromicina (CLA) y metrotrexato (MTX) y evaluaron su
efecto en el transito intestinal y el dafio oxidativo en ratas.
Las ratas fueron divididas en dos grupos recibiendo una do-
sis individual de MTX (20 mg/kg por dia) o de CLA (20 mg/kg
por dia) durante una semana. El andlisis histolégico mostré
que S. boulardii protegio los tejidos intestinales contra los
efectos antiinflamatorios de ambos agentes. Esos descubri-
mientos sugieren que S. boulardii atenua el dafo intestinal y
la inflamacion hepatica al aumentar el estado antioxidativo
de los tejidos al inhibir la infiltracion de neutréfilos causantes
de elevar la oxidacién lipidica. Khan et al. (2012) realizaron
estudios con 400 nifos, que presentaban sintomas de diarrea
aguda. La variable de respuesta fue la consistencia, frecuen-
cia y duracion de la diarrea una vez que les fue administrada
la levadura S. boulardii. Se reporté una diferencia estadistica
significativa desde el segundo dia de aplicar la levadura en
relacién a la consistencia y frecuencia de la diarrea y también
mostro reduccion en la duracién de la diarrea en 1.1 dia en
relacién al grupo sin adicién de la levadura. Por lo anterior,
el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la acidez
in vitro sobre la viabilidad del microorganismo probidtico

Saccharomyces boulardii encapsulado.

MATERIALES Y METODOS
Materia prima

La cepa de S. boulardii (CDBB-L-1483 ATCC-MYC-797)
fue donada por el CINVESTAV-IPN (México, D.F.).

Encapsulaciéon del microorganismo

La encapsulacién de la levadura probiética fue basada
en la formacion de una emulsion agua en aceite (W/0), que
consistié en preparar 100 mL de una dispersion (fase acuosa)
de la formulacion de hidrocoloides con una mezcla de algi-
nato de sodio al 1%, inulina al 0.05% y mucilago de nopal
Opuntia ficus-indica al 0.05% adicionando el botén celular, de
manera separada se mezclaron 200 mL de aceite de canola
(Aceite capullo, México) con 2.5 gr de Span 85 (fase oleosa),
los cuales se agregaron a la fase acuosa permitiendo la for-
macién de la emulsién W/O. Posteriormente se agregaron
40 mL del mismo aceite, mezclado con acido acético glacial
(0.35 M) para iniciar el proceso de gelificacion (Zamora, et al,
2011).

Analisis de textura

Las propiedades texturales fueron determinadas
mediante un analisis de perfil de textura y pruebas de pen-
etracién, con la finalidad de evaluar el efecto de éstas sobre
el proceso de encapsulacion. Los geles de las diferentes mez-
clas de hidrocoloides se formaron dentro de una funda sin-
tética de celulosa de 20 mm de didmetro para poder realizar
el andlisis de perfil de textura. Se analizé un gel formado
con los diferentes tipos de hidrocoloides (Alginato de sodio,
Mucilago de nopal e Inulina), y otro como control solo con
alginato de sodio al 1% con la finalidad de estudiar propie-
dades texturales como dureza, cohesividad, elasticidad y
resiliencia, para observar la capacidad de recuperacion de la
estructura del gel formado después de aplicada una fuerza
de compresibilidad y valorar si puede resistir diferentes
condiciones de acidez. A las suspensiones de los hidroco-
loides se les fue agregando CaCO, (0,04 M) que fue disuelto
por agitacion magnética para la posterior adicion de acido
acético (0,35 M), que origino la formacion final del gel. Los
geles moldeados fueron removidos de la funda y rebanados
en cilindros de 20 mm de altura. El analisis de perfil de textu-
ra fue realizado mediante un analizador de textura Brookfield
LFRA, EUA.

Estudio de viabilidad in vitro

El andlisis se basoé en estudiar la tolerancia a la acidez
del organismo probidtico encapsulado ya sea con alginato
de sodio o con alginato de sodio, mucilago de nopal e inuli-
na, utilizando el método de Ding et al. (2007). Se utilizé agua
peptonada ajustada con HCI 6 M simulando al pH estomacal
(pH 2,0) y del colon (pH 6,5). Inicialmente el microorganismo
se proliferé en caldo nutritivo por 48 h, lograndose una
viabilidad de aproximadamente 10" UFC/ml, la cual fue inoc-
ulada en el caldo peptonado modificado tomando muestras
en intervalos de 0, 60, 120 y 180 min para la enumeracion.

v ,
})ﬁéz Volumen X V1, Ndmero 2



Zamora-Vega et al: Viabilidad de Saccharomyces Boulardii Bajo Condiciones / XVI (2): 31-35 (2014)

La viabilidad de S. boulardii se determiné por el método de
vaciado en placa, las placas fueron incubadas a 30°C por 72 h.
Para el organismo probidtico encapsulado, las células fueron
previamente liberadas de las capsulas por secuestro de iones
calcio utilizando tampén de fosfato 1 M a pH 7,0. La toler-
ancia a la acidez se determiné comparando la concentracion
final de microorganismos (log UFC/mL) después de 3h de ser
expuesta a las condiciones de acidez con el recuento inicial
a las cero horas. Todas las pruebas se realizaron en 4 repeti-
ciones para calcular el promedio y el error estandar.

Analisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados se llevé a
cabo utilizando el programa SAS (V.9.0) mediante un Ana-
lisis de Varianza disefio de bloques al azar; y la diferencia
significativa entre las medias de los tratamientos por Tukey
(P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de textura es presentado en las Figuras 1y 2.
Se observa en la Figura la dureza y cohesividad de las diferen-
tes muestras, donde la dureza de la muestra preparada con
el gel de alginato de sodio (Alg), provoco que se formara una
estructura mas dura que el gel hecho con la mezcla de algina-
to de sodio, mucilago de nopal e inulina (Alg/Muc/Inu). Con
respecto a la cohesividad, existio una ligera diferencia entre
ambas muestras por lo que la fuerza de las uniones internas
que mantienen la integridad del gel fue similar asi como se
muestra también con el resorteo. En relacién a la resilencia 'y
elasticidad (Figura 2), en el primer parametro se muestra un
valor mayor en el gel hecho a base de Alg comparado con
el de la mezcla de los hidrocoloides. Lo anterior, puede ser

Dureza

Dureza

Dureza (Nw)
Cohesividad

ividad

ividad

Q-

Alg Alg-Inu-Muc

Figura 1. Dureza y cohesividad medida en los geles de algi-
nato (Alg) y de la mezcla alginato-inulina-mucilago (Alg-Inu-
Muc)

Figure 1. Hardness and cohesiveness measured in gels of al-
ginate (Alg) and blend of alginate-inulin-mucilage (Alg-Muc-
Inu)

1.2 1.2
Elasticidad
1.0 Elasticidad L 1.0
0.8 1 -0.8
0.6 - 0.6
ncia
0.4 - 0.4
0.2 4 ncia L 0.2
0.0 - 0.0
Alg Alg-Inu-Muc

Figura 2. Elasticidad y Resiliencia medida en los geles de
alginato (Alg) y de la mezcla alginato-inulina-mucilago (Alg-
Inu-Muc)

Figure 2. Springing and resilience measured in gels of algi-
nate (Alg) and blend of alginate-inulin-mucilage (Alg-Inu-
Muc).

debido a que el gel formado con solamente con Ag es por
naturaleza un material duro y esta dureza disminuy6 con la
adicion de otros hidrocoloides. Cabe mencionar que la resi-
lencia nos proporciona informacion referente a la capacidad
que tiene un material de regresar a su forma original después
de que una fuerza que actta sobre él ha sido retirada, ya sea
para estirarlo o comprimirlo. Para este estudio se decidi6
seleccionar los materiales de Alg/Muc/Inu para encapsular la
levadura ya que lo que se busca es la propiedad de que el
material para encapsular no sea tan duro pero que permita
resistir la condicion de acidez, y permita liberarse el microor-
ganismo gradualmente en el intestino grueso.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del efecto de
las condiciones acidas (pH=2.0) sobre la viabilidad del orga-
nismo probidtico encapsulado con Alg/Muc/Inu, donde se
observa que la viabilidad de la levadura se mantuvo en 87.79,
82.65 y 76.87% a los 60, 120 y 180 min, respectivamente
después de ser expuesta a la condicién de acidez respectiva-
mente, apreciandose el efecto protector de la microcapsula
sobre el microorganismo, manteniéndolo en una viabilidad
de 10’ UFC/mL. Viabilidad minima necesaria para ser consi-
derado a un microorganismo como probiético, tal como lo
establece la FAO (2001).

Ding y Shah (2007), estudiaron la viabilidad de 8 ce-
pas de bacterias probidticas encapsuladas con alginato de
sodio, la cuales fueron expuestas a condiciones de acidez
in vitro, resultando una mejor viabilidad comparadas con el
control. Los resultados de este estudio coinciden con otros
estudios similares (Audet et al, 1988; Jankowski et al, 1997;
Krasaekoopt et al., 2003; Doleyres y Lacroix, 2004), donde se
ha encontrado que la microencapsulacién con alginato en
combinacién con otros polimeros aumenta considerable-
mente la supervivencia de los microorganismos probiéticos
en condiciones de acidez.
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Tabla 1. Viabilidad de Saccharomyces boulardii encapsulada
con alginato de sodio, inulina y mucilago de nopal Opuntia
ficus-indica a valores de pH 2,0 y 6,5

Table 1. Viability of Saccharomyces boulardii encapsulated
with alginate-inulin-mucilage from nopal Opuntia ficus-indi-
ca at pH values of 2,0 and 6,5

pH Log UFC/mL a diferentes tiempos de exposicion
0 60 120 180

pH2.0 9.34+0.06A 8.20+0.26A 7.72+0.42B 7.18+0.29B

pH6.5 9.34+0.06B 8.68+0.09A 8.79+0.13A  8.32+0.08A

Medias en la misma fila con diferente superindice son significativa-
mente diferentes (p<0.05).

También en la misma tabla, se muestran los resulta-
dos obtenidos de la viabilidad del organismo probiético
encapsulado, bajo las condiciones de pH de 6.5. En cuanto
al microorganismo encapsulado, la viabilidad de la levadura
se mantuvo un 92.93,94.11 y 89.08% a los tiempos de expo-
siciéon de 60, 120 y 180 min, respectivamente. Siendo estos
valores un poco mayores comparados con los obtenidos a
valor de pH de 2.0. Cabe mencionar que haciendo un ana-
lisis particular del porcentaje de viabilidad de la levadura
encapsulada en relacién a los valores de pH estudiados en
funcién al tiempo, se observa que durante la primera hora de
exposicion la viabilidad tanto a pH de 2.0 como de 6.5 es la
misma, es decir, existe pérdida de la viabilidad sin embargo,
no hay diferencias significativas (p 0.05) entre esa diferencia.
A partir de la segunda hora existe una disminucién signifi-
cativa entre la levadura encapsulada y evaluada a pH de 2.0
comparada con la evaluada a pH 6.5. Para la tercera hora de
exposicion el cambio se hace mas notorio a pH de 2.0 com-
parado con el pH de 6.5. No obstante es importante resaltar
que en ambos casos, la levadura se mantiene viva en una en
una concentracion de 107 UFC/mL. Es importante mencionar
que, Ramos-Clamont (2013) indica que la Federacion Inter-
nacional de Lacteos recomienda un minimo de log 107 UFC
estén vivos en el momento que se consuma el alimento. Es
decir, la mayor parte de la levadura se mantiene viable tanto
en la condicién de acidez fuerte (pH 2,0) como en la de pH
ligeramente 4cido (pH 6,5).

CONCLUSIONES

Se concluye que las microcépsulas elaboradas a base
de alginato de sodio, inulina y mucilago de nopal, ayudan
a la levadura Saccharomyces boulardii a mantenerse viables
tanto en condiciones de acidez cercanas a la neutralidad (pH
6,5) como bajo condiciones de alta acidez (pH 2,0). Por lo
que el uso de hidrocoloides, inulina y mucilago representan
una excelente alternativa ofreciendo mejores propiedades
texturales al combinarse con alginato de sodio durante el
proceso de encapsulacion.
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