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RESUMEN

Margarita Torres Gregorio. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad
de Investigacion y Desarrollo en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de Veracruz.
Enero 2018. Evaluacion de la capacidad de consorcios microbianos para
reducir la disponibilidad de Acrilamida (AA) en un modelo digestivo
simulado. Asesores: Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dr. Adrian Hernandez

Mendoza, Dr. Aaron Fernando Gonzéalez Cérdova.

La acrilamida (AA), es un xenobidtico dietario con potencial efecto
neurotdxico, genotoxico y carcinogénico. Estudios in vitro han evaluado la
capacidad de bacterias probidticas especificas para reducir la biodisponibilidad de
la AA como estrategia para mitigar sus efecto toxicos. Sin embargo, dichos
estudios no han considerado que, a nivel intestinal, estas bacterias co-existen con
otras especies bacterianas propias de la microbiota nativa, de las cuales se
desconoce el papel que podrian desempefiar como modelo biolégico de
descontaminacién de AA. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue determinar
las posibles interacciones de consorcios conformados por cepas probioticas
especificas y/o cepas representativas de la microbiota nativa, de la primera
porcion del intestino delgado, para fijar acrilamida en un sistema digestivo
simulado. Para ello primero se evalué la capacidad individual de fijacion de AA de
10 cepas probidticas (CP) y 6 cepas nativas del duodeno (CND) bajo diferentes
condiciones, a saber; tiempo de exposicion a la AA (4 y 12 h), fase de crecimiento
bacteriano (exponencial, estacionaria), concentracion de AA (5 y 10 pg/mL) y pH
del medio de reaccion (5 y 7). A partir de estos ensayos se seleccionaron las
mejores condiciones para evaluar la capacidad de fijacion de AA de tres
consorcios (CP, CND y CP+CND). Finalmente, dicha capacidad de fijacion fue

evaluada en un sistema digestivo simulado.



En general, los resultados mostraron que las cepas evaluadas presentaron una
mayor capacidad (p>0.05) de fijacion de AA en fase de crecimiento estacionaria
con un tiempo de exposicidon a AA de 12 h y una concentracion de 5 ug AA/mL.
Entre las bacterias probioticas, B. coagulans, L. casei Shirota, L. fermentum JB3 y
L. pentosus JB4, exhibieron el mayor porcentaje de fijacion de AA (80-87%).
Mientras que, entre las bacterias de la flora nativa, fueron S. salivarius, B.
catenolatum y S. gallolyticcus (ca. 68%). Por lo tanto, estas bacterias fueron
seleccionadas para la conformacién de los consorcios. Ambos consorcios (CP y
CP+CND) constituidos con bacterias probioticas mostraron mayor (p>0.05)
capacidad de fijacién (>90 %) que las bacterias individuales, mientras que el CND
mostré menor (p>0.05) capacidad de fijacidén (60 %). Este mismo comportamiento
se observé en condiciones gastrointestinales simuladas. Estos resultados sugieren
que los consorcios formados por cepas probidticas especificas podrian
desempefiar un papel importante en la reduccion de la disponibilidad de acrilamida

a nivel intestinal.



ABSTRACT

Torres Gregorio Margarita. Master of Science and Engineering Biochemistry.
Technical Institute of Veracruz, México. Evaluation of the capacity of bacterial
consortia to reduce the availability of Acrylamide in a simulated digestive system.
Advisers: Hugo S. Garcia Galindo, Ph.D., Adrian Hernandez Mendoza, Ph.D., and
Aaron Fernando Gonzalez Cordova, Ph.D.

Acrylamide (AA) is a dietary xenobiotic with a potential neurotoxic, genotoxic and
carcinogenic effects. In vitro studies have evaluated the ability of specific probiotic
bacteria to reduce the bioavailability of AA as a strategy to mitigate its toxic effects.
However, these studies have not considered that at the intestinal level, these
bacteria co-exist with other bacterial species native to the microbiota, of which the
role they could play as a biological model of AA decontamination is unknown. That
is why the objective of this work was to determine the possible interactions of
consortia made up of specific probiotic strains and/or representative strains of the
native microbiota, of the first portion of the small intestine, to fix acrylamide in a
simulated digestive system. To this end, the individual AA fixation capacity of 10
probiotic strains (CP) and 6 native strains of the duodenum (CND) were evaluated
under different conditions, namely; time of exposure to AA (4 and 12 h), bacterial
growth phase (exponential, stationary), AA concentration (5 and 10 pg/mL) and pH
of the reaction medium (5 and 7). From these trials, the best conditions were
selected to evaluate the AA fixation capacity of three consortia (CP, CND and CP +
CND). Finally, said fixation capacity was assessed in a simulated digestive system.

In general, the results showed that the evaluated strains presented a greater
capacity (p>0.05) of fixation of AA in stationary growth phase with a time of
exposure to AA of 12 h and a concentration of 5 uyg AA / mL. Among the probiotic
bacteria, B. coagulans, L. casei Shirota, L. fermentum JB3 and L. pentosus JB4
exhibited the highest percentage of AA fixation (80-87%). While among the
bacteria of the native flora, were S. salivarius, B. catenolatum and S. gallolyticcus
(ca. 68%). Therefore, these bacteria were selected for the conformation of the
consortiums. Both consortia (CP and CP + CND) constituted with probiotic bacteria
showed higher (p>0.05) fixation capacity (>90%) than the individual bacteria, while
CND showed lower (p>0.05) fixation capacity (60%). This same behavior was
observed in simulated gastrointestinal conditions. These results suggest that
consortia formed by specific probiotic strains could play an important role in
reducing the availability of acrylamide at the intestinal level.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La acrilamida (AA) es un compuesto quimico formado por la interaccion
de precursores clave como azucares reductores (e.g. fructosa, glucosa) y el
aminoacido asparagina, en alimentos que se someten a altas temperaturas (=120
°C) durante su preparacion (e.g. freido, tostado, horneado) (Tareke et al., 2002;
Wei Chi et al., 2012; FAO RAP 2013). Estudios han demostrado que el consumo
de AA tiene un potencial efecto neurotéxico, genotoxico y carcinogénico, por lo
gue su presencia en los alimentos es considerado como un problema de salud
publica (Capuano et al., 2011). A pesar de esto, en la actualidad no existen
normas oficiales que rijan los niveles maximos permitidos de AA en los alimentos,
por lo que la recomendacion es que la exposicion a esta sustancia debe ser tan
baja como sea posible. Las estrategias para reducir la exposicién de AA a través
de los alimentos se han centrado en: a) mitigar su formacion mediante el control
de la concentracion de sus precursores o las temperaturas de coccion, y b) reducir
su biodisponibilidad (Seal et al., 2008; Rivas, 2016). En este ultimo sentido,
investigaciones recientes han demostrado que bacterias probioticas especificas
son capaces de reducir la disponibilidad in vitro de AA, aun en condiciones
gastrointestinales simuladas (Serrano, 2013; Rivas-Jimenez et al.,, 2016). Sin
embargo, hay que considerar que a nivel intestinal, estas bacterias probioticas co-
existen con otras especies bacterianas propias de la microbiota nativa, de las
cuales se desconoce el papel que podrian desempefiar como modelo biolégico de
descontaminacion de AA, por lo que una mejor comprension de las interacciones
sinérgicas implicadas en cultivos multi-bacteria podria conducir al descubrimiento
o desarrollo de consorcios bacterianos altamente eficientes que podrian servir
como eliminadores de cancerigenos dietarios presentes de forma natural o no en
los alimentos. Es por ello que el objetivo de este trabajo fue determinar las
posibles interacciones de consorcios conformados por cepas probioticas

especificas y/o cepas representativas de la microbiota nativa, de la primera
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porcién del intestino delgado, para fijar acrilamida en un sistema digesitvo

simulado.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades

Los alimentos de consumo humano son tradicionalmente considerados
como seguros. Sin embargo, ocasionalmente, éstos pueden ser vehiculo de
diversos contaminantes quimicos (organicos 0 inorganicos) que en
concentraciones significativas pueden causar anormalidades fisiologicas y/o
anatémicas. Dichos contaminantes, también conocidos como xenobioticos
dietarios, pueden estar presentes de forma natural en los alimentos (e.g.
micotoxinas, glucdsidos cianogénicos), pueden haber sido afiadidos de forma
intencional (e.g. Tartracina, benzoato de sodio) o accidental (e.g. plaguisidas,
metales), o pueden haber sido generados durante el procesamiento del alimento,
sin que esta clasificacion asigne estrictamente a un xenobidtico a una sola
categoria; ya que éstos pueden pertenecer a mas de una. Cabe sefialar que la
contaminacion puede ocurrir durante el manejo pre- y postcosecha de la materia
prima del alimento, o durante el procesamiento, distribucion y/o almacenamiento

del mismo.

Este documento estd orientado a discutir sobre la acrilamida, un
xenobibtico generados durante el procesamiento del alimento. Ademas, dara un
bosquejo de las diferentes estrategias para reducir la exposicién de AA a través de
los alimentos, dando particular enfasis en el uso de bacterias probioticas
especificas capaces de reducir la disponibilidad in vitro de AA, y discutira el
potencial que podrian tener consorcios bacterianos conformados por bacterias
especificas de la microbiota nativa o probidticos, como modelo biolégico de
descontaminacion de AA.
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2.2. Compuestos toxicos formados por el proceso térmico de alimentos

Durante la industrializacion y preparacion de la mayoria de los alimentos,
comunmente se emplean distintos tratamientos térmicos como la pasteurizacion,
la esterilizacién, la coccion, el horneado, el freido, entre otros (Badui, 2004). Cada
uno de estos procesos se realiza bajo distintas condiciones de temperatura, y
originan una serie de transformaciones que conducen a la formacion de nuevos
compuestos que impactan la palatabilidad de los alimentos. Sin embargo, en
algunas ocasiones, estas trasformaciones también pueden generan la formacién
de una gran variedad de compuestos mutagenos y carcindégenos, tales como
hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas heterociclica, N-nitrosaminas,
furanos, hidroximetilfurfural (HMF) y acrilamida que comprometen el valor

bioldgico e inocuidad de los alimentos (Capuano, et al., 2009; Zoghi et al.,2014).

Entre las diversas reacciones que se sucitan durante el procesamiento
térmico de los alimentos, las reacciones de Maillard desempefia un papel

importante en la formacién de éstos compuestos toxicos indeseables.

2.2.4 Reaccion de Maillard

Durante mucho tiempo los alimentos han sido cocinados, la reaccion de
Maillard ha jugado un importante rol en el mejoramiento del sabor y la apariencia
de los alimentos. Esto ha sido el mayor reto central en la industria alimentaria, ya
que la reaccion de Maillard se relaciona con aroma, sabor y color, en particular en
los procesos tradicionales, tales como el tostado de los granos de café y cacao, la
coccion de pan y pasteles, el tostado de cereales y la coccién de la carne. Por
otra parte, durante la reaccion de Maillard se forma una amplia gama de productos
de reaccion con una importancia significativa para el valor nutritivo de los
alimentos. Esto se puede reducir por la disminucién de la digestibilidad v,

posiblemente, la formacion de compuestos toxicos y mutagénicos, pero también
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se puede mejorar mediante la formacion de productos antioxidantes (Martins et al.,
2001).

La quimica subyacente de la reaccion de Maillard es muy compleja ya que
abarca no una ruta de reaccion, si no toda una red de diversas reacciones que
desencadenan un gran numero de productos que en algunos casos son
responsables del aroma y color de los alimentos. El esquema de la reaccion
completa original de Hodge ha sido desarrollado y elaborado por tecnélogos de
alimentos desde entonces, por lo que la comprension de la reaccién esta
avanzando continuamente. Sin embargo, la reaccion de Maillard es muy dificil de
controlar. Varios factores que intervienen en la elaboracién de alimentos influyen
en ella y pueden ser considerados como variables de procesamiento de alimentos.
El enfoque cinético tiende a presentar una visibn complementando este
mecanismo, ya que considera los pasos que determinan la velocidad de la
reaccion. Es de gran alcance debido a los pasos que determina la velocidad

proporcionan puntos de control (Martins et al., 2001).

Para que esta reaccion de oscurecimiento no enzimatico ocurra es
necesario que se cuente con la presencia de un compuesto carbonilico (azucar
reductor) y de una amina (aminodcido, péptido o proteina). Esta reaccién depende
del pH, temperatura, concentracion de los sustratos y tiempo, y se puede dividir en
tres etapas, a saber: 1) Etapa inicial, que incluye reacciones de condensacion
azucar-amina, reordenamiento de Amadori y reacciones por radicales libres; Il)
Etapa intermedia, que involucra reacciones de deshidratacion de azucares,
fragmentacién de azlcares y Degradacion de aminoéacidos (Degradacion de
Strecker); y Ill) Etapa final, que incluye condensacion alddlica y condensacion
aldehido-amina y formacion de compuestos heterociclicos nitrogenados (Go,
2007; Tech et al., 2016).

La reaccion de Maillard se inicia con la formacién de los productos de
reaccion de Amadori, formado a través de la reaccidon de azlcares reductores con

aminoacidos. Los N-glucésidos pueden someter a los compuestos de Amadori
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para convertirlos a dicarbonilos (1-deoxysona o 3-deoxysona) a través de
enolizacion y reacciones de deshidratacion/hidrolisis. Estos compuestos se
pueden descomponer aun mas en la cascada de reacciones para generar color y
sabor. Sin embargo, en condiciones secas 0 en sistemas de baja humedad los
compuestos N-glicosilo se reordenan principalmente a través de la base de Schiff.
Los primeros modelos de experimentos demostraron que la degradacion directa
de la N-glicosilamina de la asparagina proporciona rendimientos significativamente
mayores de acrilamida en condiciones secas que mezclas de asparagina en
azucar (Stadler et al., 2004).

Como resultado de la reacién de Millard, se generan una gran cantidad de
compuestos con una amplia gama de propiedades bioldgicas, siendo de particular
interes la acrilamida por su caracter mutagénico, genotdxico, carcindngeno,

neurotéxico u teratogénico (Taeymans et al., 2004).

2.3. Acrilamida (AA)

La acrilamida (2-propenamida, registro CAS no. 79-06-1) quimicamente es
una amida insaturada (Figura 2.3.1), altamente reactiva utilizada desde 1950 como
un intermediario quimico en la produccion de poliacrilamidas, las cuales son
utilizadas como floculantes para la clarificacion de agua potable, como sellador
para la construccion de presas y tuneles, como aglutinante en la industria del
papel y de la pulpa, en la sintesis de colorantes, entre otras aplicaciones
industriales (Rivas, 2016). La AA es uno de los componentes del humo del tabaco.
Es facilmente polimerizable, lo que indica que puede ser formada por
calentamiento de material biolégico (SCF, 2002; Chien-Yu et al., 2009; JECFA
FAO/OMS, 2011). La exposicion humana a la acrilamida se ha atribuido a lo largo
de los afios a la exposicion ocupacional y al humo del tabaco, afectando tanto al
fumador activo como al pasivo, siendo la absorcion dérmica e inhalacion del
monomero seco durante la produccion de poliacrilamidas, o durante la preparacion
de geles de poliacrilamida para electroforesis en laboratorios (SCF, 2002). La

6
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exposicién de acrilamida a niveles bajos puede ocurrir a través del agua potable
contaminada por el uso de floculantes de poliacrilamida durante el tratamiento del
agua y de la utilizacién de poliacrilamida en cosméticos y productos de tocador
(SCF, 2002). A pesar de la gran importancia econémica de la acrilamida a nivel
industrial, ésta representa un grave problema de salud publica cuando la poblacion
es expuesta a ella a través de la dieta. Debido a esto, diversos trabajos se han
enfocado a la cuantificacion del contenido de acrilamida en los alimentos y su
ingesta diaria, y la relacion de ésta con enfermedades degenerativas como el

cancer (Serrano, 2013).

O

FIGURA 2.3.1. Estructura quimica de la acrilamida

2.3.2. Mecanismo de formaciéon de AA en alimentos

La acrilamida en los alimentos se deriva en gran parte de las reacciones
desencadenadas por el pardeamiento no enzimatico (reaccion de Maillard) entre
aminodacidos y azucares reductores (Rufian-Henares et al., 2006) inducidas por el
calor principalmente entre el grupo amino del aminoécido asparagina libre y el
grupo carbonilo de azucares reductores tales como glucosa durante el
calentamiento (hornear, asar, freir, asar) (Friedman et al., 2008). Los alimentos
ricos en ambos de estos precursores se derivan en gran medida de fuentes
vegetales como las papas y cereales (cebada, arroz, trigo), pero al parecer no de
los alimentos de origen animal como las aves de corral, carne y pescado. La
mayoria de acrilamida se acumula durante las etapas finales del calentamiento

debido a que el contenido de humedad de los alimentos disminuye, la temperatura
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de la superficie se incrementa rdpidamente ocurriendo algo muy similar con el pH,
siendo estas condiciones las que favorecen las reacciones complejas para su

formacion (Rivas, 2016).

La principal fuente dietaria de acrilamida difiere con los habitos de
alimentacion, dependiendo de la abundancia de cualquier fuente de papa o de pan
en la dieta, o la ingesta de café. El consumo de acrilamida diaria varia con la edad
y el habito de alimentacion, pero las estimaciones son de 0.43 ug/kg para adultos
y 1.6 pug/kg en nifios de 2 a 5 afios de edad. En los Estados Unidos se encontraron
niveles de exposicién ocupacional de 1.4 a 18.6 pg/kg, mientras que la ingesta de
alimentos de consumo fue de aproximadamente 0.43 a 0.75 pg/kg (Orihan et al.,
2010).

La principal ruta de formacién de AA en alimentos es mediante la reaccion
de Maillard en donde los productos son responsables de los colores pardos,
sabores y aromas en muchos alimentos. Sin embargo, estudios han demostrado
que el aminoacido asparagina ha sido quien proporciona el esqueleto de la cadena
principal de acrilamida por estudios de espectroscopia de masas demostrando que
los 4&tomos de carbono y nitrégeno provienen a partir de dicho aminoacido
(Masson et al., 2007; IUFOST 2012; Jin et al., 2013).

Por ello la ruta de la asparagina es una de las principales vias de
formacién de la acrilamida (Gokmen et al., 2008). Ademas, otras rutas diferentes
han sido sugeridas en conjunto con los sistemas de las reacciones de Maillard en
productos alimenticios (Mottram et al.,, 2002). La asparagina puede ser
principalmente convertida a acrilamida por descarboxilacion térmica y reacciones
de desaminacion, pero la presencia de azlcares reductores es esencial para que
la reaccion se lleve a cabo. Cabe destacar que, en términos relativos, el
rendimiento de acrilamida en los sistemas modelo de asparagina en condiciones

favorables esta en el intervalo de 0,1 a 1% en moles.

Zyzak et al., (2003) fueron los primeros en demostrar que 3-

aminopropionamida (3-APA), una amina biogénica formada durante la reaccion de
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Maillard, puede ser uno de los principales precursores de acrilamida en los
productos. Los investigadores también demostraron a través de experimentos con
2-desoxi-glucosa que carbonilos, pero no dicarbonilos, son esenciales en la ruta
de Maillard a AA, es decir, los productos de transposicion de Amadori no son
necesarios. Otros estudios realizados por otros investigadores (Granvogl et al.,
2004) corroboraron este primer trabajo con 3-APA, realizado por primera vez en
sistemas modelo y luego en muestras reales de alimentos como el queso y el
cacao (Granvogl et al., 2006; 2007).

Otros grupos de investigacion han confirmado la intermediacion de la base
de Schiff descarboxilada (imina 2, véase la Figura 2), que es relativamente estable
en condiciones de baja humedad, y el compuesto Amadori descarboxilado que
libera efectivamente acrilamida y por lo tanto sirve como precursores directos
(Zyzak et al., 2003; Yaylayan et al., 2005; Perez-Locas et al., 2008).

Como se muestra en la Figura 2.3.2.1, la descarboxilacion de la base de
Schiff puede proceder a través de un intermedio ciclico o por una betaina base de
Schiff dipolar. La ciclacion intramolecular de la base Schiff mediante asistencias de
base descarboxilacion, formando el iluro de azometina estable (formacion de la
oxazolidin- 5-ona). La descarboxilacion de la base de Schiff también puede
proceder a través de la betaina base de Schiff a iluros protonados tendiendo a
sufrir un cambio de 1,2-prototropico, para proporcionar la base de Schiff
descarboxila. Zyzak et al., (2003) en su estudio informaron de estudios de la base
de Schiff descarboxilada de asparagina en un sistema modelo, a través de
mediciones de cromatografia de liquidos acoplado a espectroscopia de masas
(LC-MS. La descarboxilacién de la base de Schiff después de un reordenamiento
conduce al correspondiente producto de Amadori que al B-eliminarse, iniciado por
el resto de azucar, proporciona directamente acrilamida (AA). La base de Schiff
descarboxila (imina 2, Figura 2) a intermediarios de 3-APA en la hidrolisis, o en
una ruta directa alternativa a través de 1,2-eliminacion acrilamida. La escision del
enlace carbono-nitrégeno por B-eliminaciéon a la acrilamida (importante es la

disponibilidad de wun B-proton) y la correspondiente cetona amino es
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probablemente el paso limitante de la velocidad en esta cascada de reaccion
(Stadler et al., 2002).

Una ruta de reaccion factible es la formacion de 3-APA a partir de la imina
2 a través de la hidrdlisis. La amina biogénica 3-APA reacciona entonces
adicionalmente como se describe anteriormente (por pérdida de amoniaco) para
producir acrilamida. La imina 1 en el esquema de reaccion conduce a la conocida
degradacion del aldehido Strecker (3-oxopropoanamida) que puede reaccionar
adicionalmente con el alcohol correspondiente y después de la hidrdlisis generar
acrilamida. Esta secuencia requiere medidas adicionales de reduccion / hidrolisis y
lo mas probable es que representa una via menor en términos de su contribucion

al rendimiento global de acrilamida.

Es importante considerar que la estructura del carbonilo de partida puede
afectar los rendimientos de la acrilamida, especialmente el grupo funcional en la
posicion beta con respecto al nitrogeno (Yaylayan, 2005). Un grupo hidroxilo
favorece la reordenacion del compuesto de Amadori descarboxilado, lo que puede
explicar por qué hidroxiacetona (acetol) genera una mayor cantidad de acrilamida

(> 4 mmol/mol) que metilglioxal (<0.2 mmol/mol).
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FIGURA 1.3.2.1 Mecanismo de formacion de acrilamida a través de la ruta
asparagina-azucar reductor (hidroxicarbonilo).

2.3.1. Exposicion dietaria y ocurrencia en alimentos

Desde 2003 los datos de la ocurrencia de Acrilamida en productos
alimenticios han sido presentados en el centro de investigacion conjunta (JCR) de

la comision Europea por estados miembros ambos de autoridades competentes y
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de la industria alimentaria. En abril del 2009 la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) reporto los resultados del monitoreo
de los niveles de acrilamida en los alimentos en respuesta a una solicitud de la
comision europea (2007/331/EC) (European comision, 2007). Los datos
presentados en el reporte despertaron una una preocupacion generalizada debido
a los altos niveles de AA encotrados en los alimentos evaluados (Tabla 2.3.1.1).

TABLA 2.3.1.1. Niveles de Acrilamida (ug/kg)® en diferentes tipos de alimentos
evaluados por la ESFA durante el period 2007-2008.

Producto alimenticio NP Mediana Media  Maximo
Galletas 227 169 317 4200
Pan 272 50 136 2430
Cereales de desayuno 128 100 156 1600
Cereales-base de alimento para bebes 76 42 74 353
Café 208 188 253 1158
Papas a la francesa 529 253 350 2668
Comida para bebes 84 31 44 162
Otros productos 854 169 313 4700
Papas crujientes 216 490 628 4180
Productos de papa caseros 121 150 319 2175

& Valores por debajo de LOD vy valores entre LOD y LOQ se establecieron en el
LOD o el valor LOQ, respectivamente.

® Numero de datos individuales analizados para cada categoria de alimento.

Aunque existe una gran variabilidad en los niveles de AA entre diferentes
alimentos asi como en cada categoria, los valores mas altos fueron encontrados
en productos de papas fritas, pan y productos de panaderia, y café. También
existen reportes de la presencia de AA en otros productos alimenticios no listados
en la Tabla 1 tales como las avellanas y almendras (Amrein et al., 2005). La

diferencia en los niveles encontrados puede ser debida a la concentracion de los
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precursores (asparagina libre y azucares reductores) en las materias primas,
diferencias en la composicion del alimento y las condiciones del proceso térmico
utilizado (Boon et al., 2005). Ademas el contenido de acrilamida de un alimento

puede variar segun sean las condiciones de coccién en el hogar.

Por otra parte la Autoridad Noruega para la Seguridad Alimentaria ha
proporcionado datos analiticos sobre las concentraciones de acrilamida en
muestras de alimentos noruegos desde 2002. El informe mas reciente publicado
en 2014 incluia 171 alimentos diferentes y un total de 352 muestras fueron
analizadas en el periodo 2010-2013. De ellos, 51 se incluyeron en la base de
datos sobre la presencia de acrilamida en productos alimenticios en Europa
utilizados por la EFSA en su dictamen cientifico de 2015 (EFSA, 2015). Estas
muestras noruegas incluian pan, cereales para el desayuno, pan crujiente,
galletas, productos de panaderia blandos, arroz, pasta, harina, bocadillos,

productos de papa procesada, gachas infantiles y leche de férmula.

En México son pocas las investigaciones sobre el contenido de acrilamida
en alimentos, como el realizado por Rivas en 2016 donde evalué la concentracién
de AA en 4 muestras de papas fritas comerciales, mostrando que cada una de las
muestras evaluadas tuvieron concentraciones variables de AA (Tabla 2.3.1.2),
encontrando que la muestra M3 presenté menor contenido de AA (10,530 + 1,100
Hg/Kg) y la muestra M4 con una concentracion de AA de 80,920+13,270 pg/Kg.
Estos resultados indican valores superiores a los reportados para papas fritas en
rebanadas en otros trabajos, los cuales se encuentran en un rango de 170-4,215
Hg/Kg de papa (JECFA FAO/WHO; 2005; IUFoST, 2010) y 14,000-40,600 pg/Kg
de papa (Brill et al., 2005). Ademas, superaron los valores indicativos (1,000 pg/Kg
de papa) recomendados por la Unién Europea para papas fritas en rebanadas
(EFSA, 2010).
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TABLA 2.3.1.2. Concentracion de acrilamida en diferentes muestras de papas
fritas comerciales.

Papas fritas comerciales

M1 M2 M3 M4

Concentracion
de AA (ug/Kg 19,960+1.61 25,940+2.09 10,530+ 1,100
de papa)

80,920 *
13,270

Por otra parte, Sanchez-Sotero et al. (2017) estimaron el contenido de
acrilamida (AA) en alimentos consumidos por jovenes en México y calcularon su
consumo en este sector poblacional. Quince muestras de alimentos comerciales
procesados térmicamente, ampliamente consumidos en Meéxico, obtenidos de
supermercados y tiendas locales. Se encontraron contenidos significativamente
altos de acrilamida en la mayoria de los alimentos evaluados (Tabla 2.3.1.3); los
niveles mas altos se encontraron en productos fritos (5,914 ug/kg de producto en
papas fritas). En base a los alimentos y las porciones informadas por los sujetos,
se estim6é una ingesta de acrilamida de 0.68 ug/kg pc/dia. La ingesta diaria
estimada podria estar en niveles por encima del limite establecido para evitar el
riesgo de neurotoxicidad.

TABLA 2.3.1.3. Acrilamida (ug/Kg) en varios alimentos producidos en

México
CONTENIDO DE ACRILAMIDA (ug/Kg)

CATEGORIA DE ALIMENTOS Media

1. Pan de baguette 302+4

2. Galletas de chocolate 304 +0.53

3. Galletas Cracker 308 +12

4. Pan blanco tostado 3203

5. Fideos instantaneos 331+3
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6. Manies tostados 347 £ 13
7. Nuggets de pollo frito 364 +£8
8. Tortilla al horno 373122
9. Cereal de maiz de desayuno 498 + 19
10. Palomitas de microondas 607 + 36
11. Vegetales enlatados 957 £ 47
12. Café molido (tostado medio) 1877+ 71
13. Platano verde frito 1923 + 32
14. Papas a la francesa 3267 + 142
15. Papas fritas 5802 + 306

2.3.2 Metabolismo de la acrilamida

Para que la acrilamida ejerza su efecto biolégico, es necesario que absorba
después de la exposicién, para su posterior distribucién. EI metabolismo de
acrilamida se ha investigado a fondo por medio de estudios toxicocinéticos en los
seres humanos, ratas y ratones. Una vision general de las principales vias
metabolicas para la acrilamida se da en la Figura 2.3.2.1. Después de la ingestion,
debido a su polaridad, solubilidad en agua y bajo peso molecular, la acrilamida se
absorbe rapidamente y se distribuye en todo el cuerpo via torrente seanguino. Se
puede encontrar en muchos 6rganos tales como el timo, higado, corazoén, cerebro,
rifones (Abramson-Zetterberg et al., 2005), asi como en la placenta humana
(Schettgen et al., 2004) y la leche materna (Sorgel et al., 2002), siendo por lo tanto

facilmente transferible a feto o recién nacidos.
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FIGURA 2.3.2.1. Principales rutas metabdlicas de la acrilamida.

La acrilamida ingerida es excretada principalmente con la orina. Se ha
reportado que el 60 % una dosis de 0.94 mg contenida en una comida de
voluntarios se recuperé de la orina después de 72 h (Fuhr et al., 2006). La mayoria
de la acrilamida es conjugada con el glutation y la menor parte se activa por el
citocromo P-450 CYP2E1l a un compuesto epoOxido reactivo, conocido como
glicidamida. La glicidamida es el principal metabolito de la acrilamida, que puede
ser mas nociva que su predecesor por presentar propiedades carcinogénicas y
genotoxicas. Por otra parte, la acrilamida, mas que la glicidamida, probablemente
sea la responsable de su potencial efecto neurotéxico (Capuano et al., 2011) La
ruta metabodlica principal de la acrilamida es cualitativamente similar en los
humanos y en los animales de laboratorio; sin embargo, deben considerarse las

diferencias cuantitativas al evaluar el riesgo para los humanos. Para el rango de
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dosis utilizado en estudios de toxicidad en animales, el grado de conversion del
compuesto madre a glicidamida estéa inversamente relacionados con la cantidad
de acrilamida en el organismo, cuanto menor sea la dosis, mayor la proporcion
gue se convierte a glicidamida. Debido a que el metabolismo y la eliminacion
incluyen canales con una variabilidad genética (por ej., conjugacion y metabolismo
mediado por el P450), puede haber variaciones en la sensibilidad de los humanos
a los efectos de la acrilamida ingerida (FAO, 2002).

La conjugacion de acrilamida al glutation, asi como su epoxidacion en
glicidamida en el higado por la via del citocromo P450 (Figura 2.3.2.1),
representan las principales rutas metabodlicas de destoxificacion (Sumner et al.,
1992). Sin embargo la formacion de la glicidamida es considerado el paso critico
para los efectos genotoxicos de acrilamida y sus metabolitos (Wilson et al., 2006).
Tanto la acrilamida como la glicidamida se pueden unir a la hemoglobina in vivo,
albuminas de suero, ADN y enzimas (Doerge et al, 2005; Shipp et al., 2006). La
glicidamida es mas reactiva hacia el ADN y las proteinas que la acrilamida, por lo
gue al consumir altas cantidades de acrilamida se podria estar produciendo mas
glicidamida (Dearfield et al., 1995).

2.3.4 Riesgo para la salud de la acrilamida en la dieta

Diversos estudios indican que la acrilamida es neurotéxica en los animales
y los seres humanos. Ademas, estudios en animales han demostrado que la AA
dafa los testiculos y afecta en forma adversa la fertilidad. Por otra parte, la AA es
mutagenica y carcindgenica in vivo en células sométicas y germinales (IARC,
1994; Shipp et al., 2006). Los estudios sugieren que los mecanismos por los
cuales la acrilamida causa dichos dafios pueden ser una combinacion de dafio en
el ADN, interferencia con la mitosis y meiosis y dafio originado por estrés oxidativo
(Fennell et al., 2005).
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2.3.5.1 Neurotoxicidad

La neurotoxicidad es de los pocos efectos adversos reconocidos de la
exposicion oral a AA en humanos; aunque también se ha asociado a altos niveles
de AA via inhalacibn o absorciébn dérmica en trabajadores ocupacionalmente
expuestos (Exon, 2006; LoPachin et al., 2005). Tanto los seres humanos como los
animales desarrollan una neuropatia periferica que se caracteriza por ataxia y
debilidad muscular esquelética. En estudios en ratas y ratones, el Nivel de Efecto
no Obserbable (NOEL) neurotéxico se ha estimado que varia de 0.2 a 10 mg/kg
de peso corporal/dia, y esta muy por encima de la exposicion alimentaria (OMS,
2005). Sin embargo, recientemente se ha postulado que la neurotoxicidad de la
acrilamida puede ser acumulativa y por lo tanto que la exposicion alimentaria

podria no ser insignificante (LoPachin, 2004).

2.3.5.2. Carcinogenicidad

Desde 1994, la AA ha sido clasificada por la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) como un probable carcinégeno para los
humanos (IARC, 1994). Varios estudios en roedores apoyan la evidencia de que la
acrilamida es un carcindgeno de mudltiples érganos, pudiendo causar tumores a
diferentes 6rganos tales como pulmon, Gtero, piel, glandula de mamifero, cerebro
(Rice, 2005). Aunque se ha observado un patron diferente de los 6rganos diana en

ratones, a saber higado, pulmén y glandula de Harder (Beland et al., 2013).

Por otra parte, es ampliamente aceptado que la carcinogenicidad de
acrilamida podria deberse a su conversion a glicidamida en mamiferos, ya que
ésta ha demostrado ser mutagénica y genotoxica en varios ensayos in vitro e in
vivo (Besaratinia y Pfeifer, 2007; Carere, 2006; Koyama et al., 2006; Martins et al.,
2007; Mei et al., 2008). Los resultados reportados por el Centro Nacional de
Investigacion Toxicolégica (NCTR) bioensayos de cancer de acrilamida y de su
metabolito mutagénico, glicidamida, en los estudios de agua potable dos afos

recientes con ratas y ratones, y el ensayo del ratbn neonatal, apoyan fuertemente
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"el papel crucial de glicidamida en mutagénesis directa (que causa la mutacion) de
ADN como el mecanismo de accién para la capacidad de acrilamida para causar
tumores (NCTR, 2008). Puesto que la activacibn metabodlica de acrilamida en
glicidamida a través de CYP2E1 es crucial para la toxicidad acrilamida y la enzima
se expresa a principios de los seres humanos, existe cierta preocupacion acerca
de un aumento en el riesgo del cancer tras la exposicion a la acrilamida de los

recién nacidos.

La inducién de la formacibn de aductos de DNA-acrilamida y la
consiguiente mutagénesis se ha postulado como el proceso clave en la
carcinogénesis de la acrilamida, aunque la cadena de acontecimientos a partir de
la formacion de aductos de glicidamida-DNA y que conduce a la mutacion no se
ha investigado directamente (Hartmann et al.,, 2008). Hasta la fecha, las
propuestas sobre el modo de acciébn (MOA) de la induccién de tumores con
acrilamida se han hecho para glandulas mamarias y los testiculos en ratas (Shipp
et al., 2006).

Aunque hasta la fecha no es posible llegar a la conclusion de que todos
los tumores inducidos por acrilamida, en todas las especies ensayadas, son
atribuibles al mecanismo genotdxico, tampoco hay evidencia convincente de
mecanismos no genotdxicos en dosis relevantes de acrilamida pudieran no estar
relacionados. Asi lo indica un informe reciente que presenta la primera evidencia
de que la acrilamida podria inhibir una proteina glicidamida motor mitotica /
meidtica, lo cual sugiere que esto podria ser un mecanismo alternativo para la
aduccion de ADN en la produccion de la division celular y defectos potencial de
carcinogenicidad (Chatzizacharias, Kouraklis, y Theocharis, 2008; Sickles, Sperry,
Testino, y Friedman, 2007). Adicionalmente, se ha postulado como posible
mecanismo un efecto hormonal en glandulas endocrinas (tiroides) y mamarias de

rata para la carcinogenicidad de la acrilamida (OMS, 2005).
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2.4. Estrategias empleadas para reducir el contenido de acrilamida en los
alimentos

Es importante entender que aunque la eliminacién de acrilamida en los
alimentos es practicamente imposible, las investigacion en el campo de la
formacién y mitigacion de acrilamida han puesto de manifiesto varios factores
clave que pueden influir en la formacion de acrilamida en los alimentos (Friedman,
2003).

Desde 2002, se han desarrollado diversas investigaciones que han sido
publicadas respecto a la concentracion de acrilamida en diversas matrices
alimentarias (Cheng et al., 2006; Cheng et al., 2012). Dos enfoques tecnolédgicos
conceptualmente diferentes se consideran como formas de reducir los niveles de

esta molécula en los alimentos (Figura 2.4.1).

a) Intervenciones de mitigacion, para a evitar la formacion de acrilamida tan
bajo como sea posible durante el proceso de calentamiento.
b) Intervenciones de eliminacién, con el objetivo de alejarse de la acrilamida

ya formada a partir del producto terminado.
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FIGURA 2.2.1. Estrategias de reduccion de acrilamida en alimentos.
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Los pasos de mitigacion incluyen el cambio en las recetas y formulaciones.
Por ejemplo, seleccion de variedades de papas y especies de cereales o
variedades bajas de precursores de acrilamida. En este sentido, factores tales
como variedades de cultivo, condiciones de almacenamiento y las condiciones
climaticas de la temporada se sabe que tienen un efecto sobre los niveles de
asparagina y por lo tanto sobre la acrilamida en papas formada cuando estan
fritas, al horno o asadas. Otros factores agronomicos tales como los niveles de
azufre en el suelo y el nitrégeno de la fertilizacion se han encontrado para tener
una influencia en los niveles de asparagina formados en cereales cuando se
cocinan. Investigaciones sobre el contenido de asparagina en las variedades de
trigo europeos revela al menos un doble rango dentro del mismo afio de cosecha,
y una variacion de hasta cinco veces entre variedades. Los programas de siembra
selectiva para obtener nuevas variedades de cultivos (centeno y trigo) que
albergan cantidades naturalmente inferiores del aminoacido asparagina libre,
tendria un impacto mucho mayor en la reduccion de acrilamida que las medidas
aplicadas hasta ahora. Por desgracia, las lagunas en la investigacién a nivel
agronémico no se abordan adecuadamente en el programa de la Direccion

General de Investigacion (Pedreschi, 2014).

Por otra parte, la adicibn de proteinas, glicina, cisteina y otros
aminoacidos, &cidos organicos y acidulantes, iones de calcio, ciclodextrina,
antioxidantes naturales o antioxidante extractos, asi como la sustitucion de
azucares reductores con sacarosa Yy de bicarbonato de amonio con bicarbonato de
sodio, 0 el uso de inhibidores de la formacién de acrilamida como la enzima
asparaginasa, han sido empleados para mitigar la presencia de AA en los
alimentos (Li et al., 2012).

Modificiaciones en las condiciones del proceso, tales como tiempo-temperatura de
freido, el cambio en el tipo de horno, y la fermentacion prolongada han

demostrado que funciona en diversos productos comerciales para la reduccion de
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acrilamida. Por ejemplo, se ha encontrado que la acrilamida se reduce a
temperaturas por encima de 180 °C en algunos alimentos, tales como café y
cereales tostados/horneados (Vinci, 2012). La formacion de acrilamida en los
alimentos también es dependiente del pH, el 6ptimo para la formacién de
acrilamida es de aproximadamente 7, por lo que, la disminucién del pH del medio
desfavorece la reaccion de Millard, y por lo tanto la formacion de AA (Zhang y
Zhang, 2007). Otro factor importante, es la actividad de agua que parece ser un
factor critico para la formacion de la acrilamida (Taeyman et al.,, 2004). La
eliminacion de acrilamida después de la formacion por medio de vacio también se
ha propuesto, pero su impacto en las préacticas de fabricacion y calidad de los
alimentos todavia no se ha establecido claramente (Anese, Suman, y Nicoli,
2010). La "caja de herramientas" creada en por la FDA, y por la Confederacion de
la Alimentacion y Bebidas de la Union Europea (CIAA), resumen las medidas
destinadas a lograr la reduccion de acrilamida en las categorias de alimentos
pertinentes, utilizando los conocimientos fundamentales alcanzado en estudios
mecanicos (FDA, 2006; CIAA, 2007).

Otra posibilidad, que al parecer es prometedora en los productos de
panaderia, es extender el proceso de fermentacion con levaduras capaces de
hidrolizar los precursores clave para la formacion de AA. En este sentido, diversos
estudios (Fredriksson et al., 2004; Lindsay y Jan, 2005; Claus et al., 2008) han
demostrado que el tiempo de fermentacion tiene un impacto importante sobre los
niveles de acrilamida formados. En estos estudios, la levadura de fermentacion
(Saccharomyces cerevisiae) consume altas cantidades de asparagina libre. Se ha
reportado una disminucién del 60-90% de los precursores de acrilamida en
productos de cereales (Fredriksson et al., 2004, Claus et al., 2008). Por lo tanto, el
tiempo de fermentacién al menos de 1 h es sufiente para que se lleve a cabo la
reduccion de acrilamida en la produccién industrial del pan, mientras que la
fermentacién superior a 3 h, sugerida por Fredriksson et al. (2004) fue inadecuada
debido a la degradacion de la cadena de gluten y subsecuentemente el
aplanamiento de los productos finales (panes). La adicion de levadura de bajo
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gaseado resulta efectiva en la mitigacion del contenido de AA en productos de
panaderia leudados. De hecho altas cantidades de levadura pueden ser utilizadas
para permitir una gran descomposicion de la asparagina, mientras causan la
misma generacion de gas. Aunque el uso de cepas de Lactobacillus ha sido
planteado para este efecto, actualmente no se ha aplicado en produccioén industrial
(FOOD DRINK EUROPE, 2011).

Aunque las estrategias antes planteadas han sido ampliamente
fundamentadas, ninguna de ellas garantiza la eliminacion completa de acrilamida
en los alimentos, por lo que persiste la necesidad de buscar estrategias que
permitan reducir la absorciébn de acrilamida en el organismo y reducir asi su

potencial toxigénico.

2.6.2 Uso de bacterias acido lacticas como modelo bioldgico de

descontaminacién de acrilamida

En los Ultimos afios, se han desarrollado investigaciones in vitro e in vivo,
sobre la capacidad de bacterias acido lacticas (BAL) para la reducir la absorcion
de acrilamida. Algunos estudios reportan la degradacion metabdlica a través de
una cascada de reacciones enzimaticas como posible mecanismo responsable de
la remocion de carcindgenos por las bacterias acido lacticas (BAL) (Alberts et al.,
2006). Otros trabajos sugieren que la actividad anticarcinogénica reside en la
pared celular bacteriana (Peltonen et al., 2001; Lahtinen et al., 2004; Zinedine et
al., 2005). En este sentido, Serrano et al. (2014) evaluaron in vitro la capacidad de
diferentes cepas de Lactobacillus, incluyendo Lb. casei Shirota (SHI), Lb. reuteri
NRRL 14171 (LR), Lb. johnsonii ATCC 3200 (JH), Lb. acidophilus ATCC 4796
(AC), Lb. fermentum, ATCC 11976 (FER), Lb. rhamnosus ATCC 13075 (RHA), Lb.
helveticus ATCC 27558 (HL), Lb. casei ATCC 334 (L334), Lb. casei L9 (L9), Lb.
casei L30 (L30), Lb. casei 12A (12A), Lb. casei 21/1 (L21/1), Lb. casei 7R1 (7R1),
y Lb.casei DPC 3968 (DPC) para remover AA (5 pg/mL) en solucion acuosa,
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encontrando que las cepas LR y LSI exhibieron la mayor capacidad de remover
AA, con un 13.38 y 16.19%, respectivamente.

Posteriormente, los mismos autores demostraron, mediante un ensayo
basado en el analisis composicional de la pared celular de estas bacterias, que los
oxigenos del grupo carbonilo de la AA podrian interactuar con los grupos hidroxilo
de la glucosa o glicerol que conforman los acidos teicoicos de estas bacterias
(Serrano et al. 2015).

Posteriormente, Rivas et al. (2016) evaluaron la capacidad estas cepas
para remover acrilamida bajo condiciones gastrointestinales simuladas en un
sistema dinamico. Los resultados del trabajo permitieron evidenciar que ambas
bacterias removieron AA bajo las diferentes condiciones gastrointestinales
simuladas, siendo Lactobacillus casei Shirota la méas efectiva (ca. 70 %). Ademas
se determiné que = 10° UFC/mL son suficientes para la remocién de AA. La cepa
de Lactobacillus reuteri mostré ser la bacteria mas sensible al proceso digestivo
con una pérdida de viabilidad de entre 3-5 ciclos logaritmicos. En general, ambas
bacterias perdieron mayor viabilidad en condiciones de ayuno; sin embargo, al
final de ambos procesos las bacterias sobrevivieron en concentraciones

suficientes para remover la toxina.
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3. JUSTIFICACION

Aunque estos resultados con BAL han mostrado ser muy prometedores,
los estudios realizados hasta ahora solo han considerado en su mayoria la
poblacién microbiana del genero Lactobacillus, evaluando cada cepa de forma
individual. Por lo que hasta el momento se desconoce el posible papel que
desempeiian otros grupos bacterianos, individuales o en consorcio, propios de la
flora nativa del tracto gastrointestinal humano, los cuales interactuan con las BAL
en un estado de balance denominado eubiosis, en la biodisponibilidad de la
acrilamida. Por tal razon, el presente trabajo plantea la siguiente hipotesis y

objetivos.
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4. HIPOTESIS

Consorcios bacterianos conformados por cepas probioticas especificas y/o
cepas representativas de la microbiota nativa del tracto gastrointestinal podrian
desempefiar un papel importante en la reduccion de la disponibilidad de acrilamida

in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar las posibles interacciones sinérgicas de consorcios

conformados por cepas probioticas especificas y/o cepas representativas de la

microbiota nativa del tracto gastrointestinal, para fijar acrilamida in vitro.

5.2. Especificos

Evaluar la capacidad individual de diferentes cepas probioticas del género
Lactobacillus y bacterias representativas de la microbiota nativa del tracto
gastrointestinal para fijar acrilamida in vitro.

Determinar la capacidad de mezclas de cepas probioticas y/o bacterias
representativas de la microbiota nativa del tracto gastrointestinal para fijar
acrilamida in vitro.

Evaluar la reduccién de AA de un alimento modelo (papas fritas) por
consorcios seleccionados, mediante la exposicibn a condiciones

gastrointestinales simuladas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas de estudio

En el presente estudio se utilizaron 16 cepas bacterianas (Tabla 6.1.1),
diez de las cuales son BAL probiéticas (CP) que peviamente han mostrado
capacidad de remover AA in vitro (Serrano-Nifio et al., 2014), y las otras seis, son
bacterias nativas del duodeno (CND) humano (Nguyen et al., 2015), las cuales se
obtuvieron de la ATCC de manera liofilizada. Las cepas restantes fueron donadas
por el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) de Hermosillo
Son. Estos ultimos cultivos permitieron mostrar un campo mas amplio de especies
probadas para la reduccion de AA en sistema in vitro y con ello hacer una

seleccion para formar los consorcios o mezclas de bacterias esperadas.

TABLA 6.1.1. Cepas empleadas en el estudio

CEPA CODIGO ORIGEN/FUENTE

BACTERIAS ACIDO LACTICAS

L. casei Shirota L. Shi
Lab. Quimica de
L. reuteri NRRL 14171 L.r. Alimentos (UNIDA)
L. plantarum NRRL B-4496 L. p.
L. casei CRL 431 CRL
L. fermentum NRRL B-1932 L. f.
L. fermentum JB3 B3 CIAD Hermosillo, Son.
L. pentosus JB4 B4
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L. plantarum JB5 BS
L. pentosus J37 B17
Bacillus coagulans B. coag

BACTERIAS REPRESENTATIVAS DE LA MICROBIOTA NORMAL (Nguyen et
al., 2015)

Bifidobacterium catenulatun B. c.
ATCC® 27676

Streptococcus gallolyticus S.g.
ATCC® 9809

Streptococcus salivarius S. st.
subsp. thermophilus ATCC
ATCC® 19258

Escherichia coli ATCC® E. coli
43892

Veillonella parvula ATCC® V. p.
17745

Enterococcus faecium E.f.

6.2. Propagacién de bacterias y preparacion de los cultivos de trabajo.

Las cepas de Lactobacillus, Bacillus coagulans y Bifidobacterium fueron
reactivadas en medio MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, Difco®, México) ajustado a
un pH de 5.5 £1.0. E. coli fue reactivada en caldo EC (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), mientras que para las cepas de Streptococcus, Veillonella y
Enterococcus se utilizaron los medios BHI (Difco®, México), ATCC® 1252 y
ATCC® 188, respectivamente (ver apéndice A). Las bacterias reactivadas fueron

propagadas utilizando tres sub-cultivos rutinarios.

Cada sub-cultivo involucré un inéculo del 1%, a 24, 16 y 12 h de
incubacion, respectivamente, a 37 °C. A partir del tercer sub-cultivo, una alicuota
(1%) fue transferida a un matraz Erlenmeyer (Pyrex®) conteniendo 35 mL de sus
respectivos medios. Los matraces fueron incubados durante 12 y 16 h a 37 °C, sin
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agitacion con la finalidad de obtener los cultivos en diferentes fases de crecimiento
(exponencial y estacionario). Al final del periodo de incubacién, las bacterias
fueron recolectadas por centrifugacion (11200 x g, 10 min, 10 °C), y el paquete
bacteriano obtenido fue lavado dos veces con una solucién amortiguadora de
fosfatos ésteril (PBS, 5 mmol/L, pH 7.2) (apéndice B). Finalmente, el paquete
bacteriano fue resuspendido en 20 mL de PBS estéril. La concentracion bacteriana
(ca. 10° UFC/mL) fue determinada mediante el método de vaciado en placa
(Madigan et al., 2004). Se utiliz6 una alicuota de 8 mL de los cultivos suspendidos

en PBS, para llevar a cabo los ensayos correspondientes para cada cepa.

6.3. Determinacion de los tiempos de crecimiento de cada bacteria para el
estudio in vitro

Se realizaron cinéticas de crecimiento mediante un método turbidimetrico
(densidad 6ptica) para cada una de las 16 bacterias mostradas anteriormente. Se
inici6 con una alicuota del 1% para 50 mL de medio para posteriormente ser
incubadas a 36-37°C tomando una muestra cada 60 minutos y sometiéndola a
medicidbn en un espectro UV-visible (Spectronic Genesys 20™) a 600 nm Se
obtuvieron los datos y se capturaron realizando diluciones para las cepas que
sobrepasan la proporcionalidad entre la absorbancia y masa bacteriana que sélo
es valida para >10" UFC/mL.

6.4 Preparacién de la solucién de trabajo

Una solucion madre de AA fue preparada disolviendo 0.05 g de acrilamida
grado reactivo (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) en 100 mL de agua
desionizada estéril. Posteriormente, se prepararon diferentes soluciones (0.5 A
100 pug/mL) para para obtener la curva estandar de acrilamida (Apéndice C), de
acuerdo a las métodologia reportada por Serrano-Nifio et al. (2015). Se emplearon

soluciones con una concentracién de 5y 10 ug/mL para los ensayos in vitro.
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6.5 Alimento modelo-papas fritas comerciales.

Para este estudio se utilizd un solo lote de papas fritas (en rebanadas)
comerciales Chips® sal de mar de la marca Barcel (México). Para ello, 1 g de
papas fueron molidas y homogenizadas con un procesador de alimentos (Braun®,
KSM2, Alemania). EI homogeneizado fue almacenado en congelacion en

recipientes herméticos hasta su uso posterior.

6.6. Evaluacion del efecto de la fase de crecimiento bacteriano,
concentracion de AA y tiempo de incubacion en la remocion de la toxina por
bacterias lacticas y bacterias nativas del duodeno humano.

Una alicuota (1 mL) de los respectivos cultivos (en diferentes fases de
crecimiento) suspendidos en PBS fue centrifugada (Eppendorf — Netheler — Hinz
GmbH 22331 Hamburg) durante 10 min (11200 x g, 4 °C). Los paquetes celulares
se re-suspendieron con 1 mL de las distintas soluciones de trabajo (5y 10 pg/mL)
de AA ajustadas a diferentes valores de pH (5 y 7). Posteriormente, cada mezcla
fue incubada durante 4 o0 12 h a 37 °C, sin agitacién. Una vez transcurrido el
respectivo periodo de incubacion, las mezclas fueron nuevamente centrifugadas.
Por una parte, los sobrenadantes fueron recolectados para la posterior
cuantificacion de AA no removida por HPLC, con las condiciones mencionadas en

la seccién 6.9.

Por otra parte, los paquetes celulares, con la acrilamida fijada, fueron re-
suspendidos en 1 mL de PBS, se agitaron por 1 min y se centrifugaron durante 10
min (11200 x g, 4°C). Los sobrenadantes fueron recuperados para la posterior
cuantificacion de la AA liberada, y los paquetes bacterianos fueron nuevamente

sujetos a 2 lavados adicionales como se describié anteriormente.
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6.7. Seleccion de las mejores condiciones (pH, tiempo, temperatura, fase de
crecimiento bacteriano y concentracion de AA)

La seleccion de las condiciones Optimas para el analisis in vitro y la
obtencion de las mejores cepas para la formacién de los consorcios fue mediante

un andlisis de superficie de respuesta con arreglo factorial 2x2x2x16.

6.8. Capacidad de consorcios de cepas probioticas y/o bacterias
representativas de la microbiota nativa (MN) para fijar acrilamida en
condiciones in vitro

De las cepas evaluadas, se selecionaron aquellas con mejor capacidad de
fijacion de AA para la formacion de diferentes consorcios, a saber CP, CND y
CP+CND. Para ello, cada una de las cepas (probidticas y nativas) fueron
propagadas y ajustadas a una concentracién celular de 10” UFC/mL, como se
describié anteriormente. Después, las bacterias fueron mezcladas en una
proporcion 1:1. La evaluacién de la capacidad de los distintos consorcios para fijar
acrilamida fue llevada a cabo bajo las mejores condiciones determinadas en el

ensayo de las cepas individuales.

6.9. Determinaciéon de la concentracion de AA en el alimento modelo.

Para determinar la concentracion de AA en el alimento modelo se pesé 1.0
g de muestra y se le afiadieron 10 mL de acido férmico (J.T. Baker, USA) al 0.1 %
(v/v), la muestra se homogeneizd con ayuda de un agitador magnético (250 rpm,
20 min). Posteriormente, la muestra fue centrifugada (12800 X g durante 30 min, a
4°C) y el sobrenadante fue colectado. Posteriormente, una alicuota de 1 mL fue
eluida con 1 mL de agua desionizada en una columna SPE C18 (Sigma-
Aldrich/Supelco, USA) (Apéndice D), previamente acondicionadas de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante. Las fraciones colectadas fueron almacenadas

para su posterior analisis por HPLC.

6.10. Cuantificacion de acrilamida por HPLC
Para la cuantificacion de AA en las muestras colectadas y la construccion

de curva de calibracion, se empléo un método cromatografico en fase reversa
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(RP-HPLC) similar al reportado por Rivas-Jimenez et al. (2016) con algunas
modificaciones. El sistema de RP-HPLC (Waters®, Milford, MA) consistié de una
columna C18 ODS spheri-5 (220 nm x 4.6 mm, Supelco®), un detector UV/visible
(Waters® 2487) ajustado a un longitud de onda de 195 nm, un sistema de bombeo
binario de solventes con controlador (Waters® 600) y Software (Empower Windows
XP profesional, Waters®) para la adquisicién y anélisis de datos. Como las
muestras microfiltradas (0.45 um) no requierieron ningun paso de extraccion, éstas
fueron inyectadas de forma directa al equipo utilizando un auto-muestreador
(Waters® 717 plus). El volumen de inyeccién fue de 10 uL, utilizando una fase
movil (isocréatica) formada con agua desionizada y 0.1% de acido formico, con una

velocidad de flujo de 1 mL/min.

6.11. Modelo gastrointestinal simulado en ayuno
Después de evaluar los consorcios en condiciones in vitro, se procedi6 a

exponerlos a condiciones gastrointestinales simuladas.

El modelo utilizado fue similar al propuesto por Oomen et al. (2003)
siguiendo las modificaciones realizadas por Rivas-Jimenez et al. (2016). La
composicién de las soluciones gastricas (Apéndice E) se realizé de acuerdo a la
metodologia propuesta por Vensantvoort et al. (2005). Este modelo considera
diversos factores fisioldgicos tales como el transito dinamico, a través de
movimientos peristalticos regulados, que sufren la matriz alimentaria y las
bacterias, asi como el flujo y proporcion de secreciones salivales, gastricas,
biliares y pancreaticas. También toma en cuenta los cambios de pH durante la
digestion, asi como las condiciones de obscuridad, mismas que existen en el

sistema digestivo.
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FIGURA 6.11.1. Representacion esquematica del sistema digestivo simulado
utilizado.

La Figura 6.11.1 muestra la representacion esquematica del modelo
utilizado, el cual estuvo conformado de 2 frascos de borosilicato graduados (180 y
250 mL) acoplados sistema de recirculacién (Cole Parmer Polystat® con control de
temperatura) con temperatura controlada, dos bombas peristalticas (Watson
Marlow 120S/DV control manual variable), una bomba de difusion digital (KD
Sientific™ serie 200, Holliston, MA), un potenciémetro (Ohaus, modelo ST2100) y

dos placas de agitacion (Thermo Scientific-Magnetic Stirrer RT Basic- 12).
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El estudio consisti6 en un modelo de 3 etapas considerando boca,
estdmago y duodeno (parte inicial del intestino delgado). El intestino grueso no se
consider6 ya que la absorcion de nutrientes y otros compuestos como las toxinas
se lleva a cabo principalmente en el intestino delgado, especificamente en el
duodeno. En la Figura 6.11.2 se muestra las condiciones utilizadas para el modelo
gastrointestinal en condiciones de ayuno utilizadas en este estudio.

Modelo en ayuno

4.5 g de alimento

6 mL de saliva pH 6.8

Incubacién por 5 min

12 mL de jugo gdstrico oH 1.6

Incubacién por 2 h

12 mL de jugo duodenal + 6

mL de bilis artificial PH6

Incubacién por 2

Quimo pH >7.0

Analisis en HPLC

FIGURA 6.11.2. Representacion del modelo de digestion en condiciones de
ayuno.
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6.11.1. Procedimiento del modelo de digestién en ayuno.

El proceso se inicié en la etapa simulada por la boca para ello, 4.5 g del
homogenizado de papa comercial fue re-suspendida con 8 mL de PBS (Testigo) o
del respectivo consorcio de bacterias a evaluar. Posteriormente, se inyectaron 6
mL de saliva (ca. 6-7 mL/min) y la mezcla fue incubada y agitada durante 5 min.
En este punto se retirdé un alicuota de 1 mL para determinar la concentracion
bacteriana inicial. Posteriormente, en la etapa que simulé las condiciones del
estbmago, se inyectaron 12 mL de jugo gastrico (0.33 mL/min). El pH se ajusto
gradualmente con HCI hasta alcanzar un pH de 1.6. La mezcla permanecio en
incubacion y agitacion durante 2 h. Como tercer paso, que simulé el proceso
digestivo en el intestino delgado, se adicionaron simultaneamente 12 mL de jugo
duodenal (0.33 mL/min) y 6 mL de jugo biliar (0.5 mL/min). El pH de las mezclas
se ajustd gradualmente con bicarbonato de sodio (NaHCO3) hasta llegar a un valor
de pH final de 6. Las mezclas fueron incubadas durante 2 h, periodo en el cual fue
recirculada con ayuda de una bomba peristaltica para simular el estrés mecanico
originado por la motilidad intestinal durante la digestion. Una vez recorrido el
tiempo de incubacion, el bolo alimenticio fue centrifugado (12857 g, 5 min, 4 °C).
Una alicuota (1 mL) del sobrenadante fue colectada y purificada en una columna
SPE C18 para la posterior cuantificacion de AA por HPLC. Por otra parte, el
paquete de residuos alimenticios fue re-suspendido en 14 mL de agua destilada
estéril, equivalentes al volumen inicial en la etapa simulada de la boca, y se
empleo una alicuota de 1 mL para determinar la concentracion bacteriana al final
del proceso digestivo simulado para evaluar la resistencia de los consorcios al

proceso digestivo simulado.

6.12. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas en los resultados, se utilizé
un analisis de varianza de una sola via (ANOVA) para evaluar la acrilamida
removida por bacterias individuales y un disefio completamente al azar con arreglo

factorial para la acrilamida removida por los consorcios formados, ambos tratados
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con una prueba de Tukey (p<0.05) utilizando el paquete estadistico Minitab v.16.

Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Establecimiento del tiempo de incubacién de las bacterias de
manera individual.

Para determinar los tiempos de incubacion que serian evaluados en este
estudio, se realizaron curvas de crecimiento mediante el método
espectrofotométrico. Los resultados de las bacterias acido lacticas de muestran en
la Figura 7.1.1(a) mostraron que la fase estacionaria de este grupo de bacterias se
encuentra dentro de un tiempo de 10-16 h de incubacion, al igual que las bacterias
representativas de la microbiota nativa, aunque estas ultimas se observa un
crecimiento mas lento para Veionella parvula ATCC 17745; sin embargo, la
mayoria de este grupo de bacterias mantuvo un crecimiento exponencial hasta las

10-11 h, y su fase estacionaria a las 15-16 horas.

Estudios previos han reportado la influencia de la concentraciéon
bacteriana sobre la remocién de distintos xenobioticos dietarios. Por ejemplo,
Pizzolitto et al. (2011) reportaron que al incrementar de manera gradual la
concentracién de Lb. acidophilus 24 de 10° a 10' UFC/mL, se observé un
aumento en la capacidad de fijacion de la micotoxina AFB;, desde 0.2 a 0.6
pg/mL. Sin embargo, la concentracidn utilizada no resulté suficiente para fijar toda
la toxina presente en el medio (0.75 pg/mL); el mismo comportamiento fue
observado en el estudio de Rivas-Jimenez et al. (2016), quien establecié que una
concentracion de 108-10° UFC/mL puede ser éptima para fijar mas del 50% de AA

en un sistema digestivo dindmico.
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FIGURA 7.1.1. Curvas de crecimiento de bacterias acido lacticas (a) y bacterias
representativas de la flora nativa del duodeno (b). 37 °C por 24 horas.
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7.2. Estandarizacion del método de cuantificacién por HPLC de acrilamida
Antes de llevar a cabo la cuantificacion de la acrilamida residual evaluada

en los sistemas in vitro, la estandarizacion del método de cuantificacion se llevo a

cabo obteniendo un tiempo de retencion de 3.7 min (Apéndice F) y un tiempo de

elucién total de 10 min.

7.3. Evaluacion de la capacidad de dieciséis cepas para remover acrilamida
mediante condiciones in vitro.

Los resultados del ensayo de fijacion de AA revelaron que las cepas que
presentaron la mayor capacidad de fijacion fueron las 10 bacterias probidticas,
siendo B. coagulans, Lb. pentosus JB4 (B4), Lb. fermentum JB3 (B3) y Lb. casei
Shirota las cepas que fijaron un mayor nivel de AA (89.59, 85.26, 83.78 y 83.18 %,
respectivamente) en su fase estacionara. Sin embargo, las cepas nativas no
mostraron porcentajes de fijacion superiores al 66.64 %, siendo Streptococcus
salivarius subsp. Thermophilus ATCC® 19258 la que mostro mayor capacidad de
fijacion. En contraste, Veillonella parvula ATCC® 17745 tuvo la menor capacidad
de fijacién después de 16 y 12 h de incubacion (3.24 y 11.93 %, respectivamente)
(Figura 7.3.1).
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FIGURA 7.3.1. Porcentaje de AA fijada por cepas probidticas y cepas
representativas de la microbiota nativa en diferentes fases de crecimiento,
exponencial (12h) y estacionaria (16h). Concentracion inical de AA = 5 ug/mL,

tiempo de exposicion a la AA= 4h, 37°C y pH=7

La cantidad de AA fijada fue especifica para cada cepa y los valores
oscilaron desde 3.24 hasta 84.73 % a las 12 h de crecimiento de las bacterias. Las
cepas de B. coagulans, B4, B3 y Lb. casei Shirota tuvieron la mayor capacidad de
fijacion (84.73, 85.30, 85.16 y 80.05 %, respectivamente), por lo que se
encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en la cantidad de AA fijada entre
estas cepas. A las 16 h la mejor cepa para fijar AA fue Bacillus coagulans, la cual
fij6 89.59 % de la toxina. Esta cepa mostré diferencias significativas (p < 0.05) con

respecto a las otras cepas que fijaron entre 11.93 y ca. 90 %. A este tiempo de
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crecimiento bateriano, las cepas representativas de la microbiota nativa
(Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC® 19258; Bifidobacterium
catenulatun ATCC® 27676: Streptococcus gallolyticus ATCC® 9809; Escherichia
coli ATCC® 43892; Enterococcus faecium ATCC® BAA-2316; Veillonella parvula
ATCC® 17745) mostraron una capacidad reducida de fijacién en ambos ensayos;
es decir, a 12 y 16 h (66.02-66.64 %, 67.79-65.72 %, 65.22-63.86 %, 47.93-49.98
%, 13.47-22.73 % y 3.24-11.93 %, respectivamente).

En general, las bacterias acido lacticas (Bacillus coagulans BC30, Lb.
casei Shirota, Lb. reuteri NRRL 14171, Lb. plantarum NRRL B-4496, Lb. casei
CRL 431, Lb. fermentum NRRL B-1932, Lb. fermentum JB3, Lb. pentosus JB4, Lb.
plantarum JB5, Lb. pentosus J37), mostraron mejor capacidad para fijar AA y la
cepa Bacillus coagulans BC30 fue la que mostré la mejor capacidad de fijar AA en

cualquier periodo de tiempo de crecimiento bacteriano.

Los resultados presentados en este trabajo concuerdan con los reportados
en estudios previos en donde se demuestra la capacidad de las bacterias acido
lacticas para fijar diversas toxinas, como el realizado por Serrano-Nifio et al.
(2014), quienes evaluaron la capacidad de 14 cepas de bacterias lacticas para
remover acrilamida en solucion acuosa a concentracion de exposicién de AA de 5
y 10 pg/mL. Estos autores determinaron una capacidad de union a la bacteria de
11.89-29.12% siendo Lactobacillus reuteri y Lactobacillus casei Shirota, las cepas
mas eficientes después de 12 h de incubacién de la bacteria con la toxina
utilizaron un tiempo de crecimiento bacteriano de 16 h y una concentracién de 5
pg/mL. En el presente trabajo se tomaron como referencia dichas bacterias; sin
embargo, el Bacillus coagulans BC30 evidencié mejores resultados que las cepas

antes mencionadas.

Por otra parte se ha demostrado la capacidad de fijacion de AFB;
realizada por Herndndez Mendoza et al. (2009b), donde evaluaron bacterias
probioticas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. En el presente estudio
las mismas bacterias (L. r y L.c. Shi) fueron efectivas para la reduccion de AA en
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medio liquido in vitro, pero al evaluar nuevas cepas lacticas, el Bacillus coagulans
BC30 demostré que puede llegar a fijar hasta cerca de 90 % en cualquiera de las
condiciones estudiadas. En otro estudio, Halttunen et al. en el 2006, estudiaron la
capacidad de cepas de Lactobacillus para eliminar metales pesados del agua,
observando una eliminacion significativa, y encontraron que la capacidad de
eliminacion fue especifica del metal fijado y también para cada cepa bacteriana.
Del mismo modo, en este trabajo, la fijacion de AA fue especifica para cada cepa

de estudio, aun en las cepas representativas de la microbiota nativa.

Otro de los pardmetros estudiados fue el tiempo de exposicion a la AA. En
la Figura 7.3.2 se puede observar el comportamiento de las 16 cepas individuales

donde se evaluaron 4 y 12 h de incubacion:
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FIGURA 7.3.2. Porcentaje de AA fijada por cepas probidticas y cepas nativas a
diferentes tiempos exposicion a la AA (4 y 12 h). Concentracion inical de AA =5

png/mL, 37°C, pH = 7, fase exponencial =12 h
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Bacillus coagulans BC30 demostro fijar > 90%; ademas, entre las 10
cepas acido lacticas no hubo diferencias significativas (p < 0.05) en comparacion
con las cepas de la flora nativa; sin embargo, los tiempos de incubacion
evidenciaron diferencias significativas (p < 0.05) en el porcentaje de AA fijada al
aumentar el tiempo de incubacion. Estos resultados son consistentes con los
reportados por Serrano-Nifio (2013), quien evalud 3 tiempos de incubacion (0, 4 y
12 h) en 14 cepas de bacterias acido lacticas. Los porcentajes de fijacion a las 0 h
oscilaron desde 11.89 hasta 19.17 %, lo que sugiere que este es un proceso

rapido que podria ocurrir pasivamente en la superficie bacteriana.

De manera general, la cantidad de acrilamida fijada por las cepas: Bacillus
coagulans BC30, B17 (L. pentosus J37), B3 (L. fermentum JB3), L. reuteri NRRL
14171, L. casei Shirota, B5 (L. plantarum JB5), L. casei CRL431, L. plantarum
NRRL B-4496 y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC® 19258
aumento significativamente cuando el tiempo de incubacion aumento de 4 a 12
horas. En el caso de B4 (L. pentosus JB4), L. fermentum NRRL B-1932,
Bifidobacterium catenulatun ATCC® 27676, Streptococcus gallolyticus ATCC®
9809, Escherichia coli ATCC® 43892, Veillonella parvula ATCC® 17745 vy
Enterococcus faecium ATCC® BAA-2316, no hubo diferencia significativa en los
porcentajes de absorcidon, por lo que las bacterias representativas de la florara
nativa de la parte superior del intestino delgado no muestra dihco aumento. Las
diferenciaciones entre cada una de las cepas pueden sugerir que cada una tiene
sitios de fijacién diferente, asi como también lo mencionan Serrano-Nifio et al. en
2015, referente a que la composicion de la membrana celular de cada una de las
cepas bacterianas difiere de acuerdo a la especie evaluada, donde dichos autores
relacionan la presencia de &acidos teicoicos (AT) como los principales
componentes que podrian estar implicados en la interaccion con las toxinas como
la AA y AFB; con los grupos hidroxilos de la glucosa y glicerol presentes en los

AT, mismos que difieren en cantidad de acuerdo a la cepa existente.
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Respecto a la concentracion de la soluciéon de AA utilizadas en este
estudio, se mostr6 que el proceso de fijacion fue méas eficaz con una

concentracion de 5 pg/mL que a 10 pg/mL (Figura 7.3.3).
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FIGURA 7.3.3. Porcentaje de AA fijada por cepas probibticas y cepas nativas
expuestas a diferentes concentraciones de AA (10 Y 5 yg/mL). T=37°C, tiempo de

incubacion con la AA= 4h, pH=7 y en fase exponencial (12 h).

En la mayoria de los casos, excepto por Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ATCC® 19258 y Escherichia coli ATCC® 43892, la concentracion
que se observé mas reducida fue la de 5 yg/mL. Este resultado coincide con el
estudio realizado por Rivas-Jiménez et al. (2016), donde Lb. casei Shirota y Lb.
reuteri, evidenciaron una fijacibn de 68 y 53 %, respectivamente, sobre la
remocién de AA cuando las bacterias fueron expuestas a la menor concentracion

de la toxina (10 pg/mL), por lo que al usar una concentracidbn mas baja en este
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trabajo se obtuvieron mejores porcentajes de remocion (hasta de un 85%). Esto
puede explicarse de acuerdo a lo propuesto por Pizzolitto et al. (2011), quienes
sugirieren que las bacterias sufren un fendmeno de saturacién, es decir, que las
bacterias evaluadas podrian contar con un limitado numero de sitios para ligar AA
como anteriormente se explicO que podria estar relacionado con la cantidad de
acidos teicoicos presentes en la membrana de cada cepa (Serrano-Nifio et al.,
2015).

Otro de los aspectos evaluados fue el efecto del pH sobre la capacidad de
fijacion de AA por las bacterias estudiadas. Sin embargo, estadisticamente el pH

no mostré diferencia significativa (p < 0.05) en las 16 cepas utilizadas.

7.4. Seleccioén de las cepas para la formacién de consorcios.

Para seleccionar las cepas que formaron los consorcios, se realizd un
andlisis de superficie de respuesta, donde ademas, se establecieron las mejores
condiciones de estudio para la reduccion de acrilamida in vitro (concentracion de
AA, tiempo de incubacion, pH y tiempo de crecimiento bacteriano). En la Figura

7.4.1 se puede observar el resumen de los efectos sobre él % de fijacion.

Resumen de efectos

Fuente Log Utilidad Valor p
Cepa 806.112 | 0.00000
Concentracion AA(5,10) 48,973 | | ©.00000
Tiempe Exposicion(4,12) s1oofE : | i i | | i i [0.00000
Tiempo Crecimiente(12,16) 27 o | 00086
pH(3,7) o7e7l’ ;. ¢ ¢ b bbb 016344

FIGURA 7.4.1. Efecto de los factores sobre €l % de fijacién de AA por 16

bacterias.
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En este analisis se muestra que estadisticamente el pH no tiene diferencia
significativa con respecto al % de fijacién (p = 0.05), por lo que se procedioé a un
ajuste de modelo, ya que el anterior tiene un factor y un nivel de un factor que no
son significativos, por lo tanto, se elimin6 el valor no significativo, por lo que el

nuevo modelo ajustado se describe en la Figura 7.4.2.

| Resumen de efectos

Fuente Log Utilidad Valor p
Cepa 506514 | 0.00000
Concentracion AA[5,10) 48,937 | | 0.00000
Tiempo Exposicion(4,12) goo3 = ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 1 | 0.00000
Tiempo Crecimiento(12,16) e 10 R N T N N I 0.0Mme7

FIGURA 7.4.2. Modelo ajustado de los factores sobre el % de fijacion de AA por
16 bacterias.

Después del analisis de los factores estudiados, se observo que a mayor
tiempo de exposicion (12 h) y mayor tiempo de crecimiento de la cepa bacteriana
(16 h) se consigue un mayor porcentaje, aunque no existen diferencias
significaticas (p = 0.05) entre estos dos tiempos de incubacién, pero si es notoria
la diferencia entre la remocién de AA entre cada cepa. Ademas, se confirmd que a
concentraciones menores de AA (5 pg/mL) se tuvo una mayor remocion de AA. En
el apéndice G se muestra el efecto combinatorio por pares de los factores sobre él
porcentaje de fijacion, y donde se puede observar claramente las intersecciones
ante las mejores condiciones de estudio. Esto permitid seleccionar las cepas que

en la tabla 7.4.1 se muestran para la formacion de los consorcios.
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TABLA 7.4.1. Seleccion de cepas para la formacion de consorcios

Consorcio de
probiéticos (CP)

Consorcios de la flora Consorcio mezcla

nativa del duodeno_(CND) CP+CND

L. casei Shirota

L. reuteri NRRL 14171

L. plantarum NRRL B-
4496

L. casei CRL 431

L. fermentum NRRL B-
1932

L. fermentum JB3
L. pentosus JB4
L. plantarum JB5
L. pentosus J37

Bacillus coagulans BC30

Bifidobacterium catenolatum  Consiste en la mezcla
ATCC27676 de las 13 cepas

seleccionadas.

Streptococcus salivarius var.
Termophillus ATCC 19258

Streptococcus  gallolyticcus
ATCC

52



RESULTADOS Y DISCUSION

7.5. Evaluacion de lainteraccidn toxina-bacteria por cepas individuales

En el presente trabajo, las bacterias probidticas evaluadas no liberaron la
acrilamida fijada, aun después de los dos lavados con solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS). Estos datos sugieren que la AA fue fijada de manera irreversible a
las bacterias. Por otro lado, las baterias representativas de la parte superior del
intestino delgado (duodeno) mostraron una pérdida de la AA fijada en ambos
lavados realizados (ver Tabla 6). Este comportamiento podria deberse a la
estructura y composicion de la pared celular de cada cepa, aunque en estudios
posteriores podria corroborarse dicha composicion y relacionarla con la cantidad
de acrilamida fijada, ya que aun no existen reportes sobre la posible intervencion
de las bacterias representativas de la flora nativa del duodeno y con ello entender
este comportamiento. Sin embargo, aun no se han reportado estudios donde se
describa el papel que desempefian cepas no probiéticas en la unién de toxinas a
su pared, o bien si realizan la unién mediante enlaces mas débiles de como lo

hacen las bacterias probioticas.
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TABLA 7.5.1. Interaccion toxina-bacteria en la fijacion de AA por bacterias

individuales
Cepa bacteriana LAVADO 1 LAVADO 2
L. casei Shirota (Yacult) ND ND
L. reuteri NRRL 14171 ND ND
L. casei CRL431 ND ND
L. plantarum NRRL B-4496 ND ND
L. fermentum NRRL B-1932 ND ND
B3 (L. fermentum JB3) ND ND
B4 (L. pentosus JB4) ND ND
B5 (L. plantarum JB5) ND ND
B17 (L. pentosus J37) ND ND
Bacillus coagulans ND ND

Bifidobacterium catenolatum ATCC27676 0.93 + 0.066 0.66 + 0.0513

Streptococcus salivarius var. Termophillus

ATCC 19258 0.42 £0.0061  0.32 £0.0045
Streptococcus gallolyticcus ATCC 0.31+£0.0014 0.26 £ 0.00042
E. coli ATCC 43892 0.41+£0.0055 0.27 £ 0.00040

Enterococcus faecium ATCC BAA-2316 1.30 +£ 0.046 0.92 +0.0717

Veionella parvula ATCC 17745 1.21 £ 0.080 0.69+ 0.0047

El potencial de retenciéon de AA puede variar de a cuerdo al tipo de cepa
utiizada. En el caso de las cepas probidticas se observa el mismo
comportamiento; sin embargo, en el reporte por Sreekumar y Hosono (1998), los

autores sugieren que los mutdgenos pirolizados no fueron liberados durante
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lavados repetidos con agua destilada. Kawase y Hosono (1995), de igual manera
reportaron que el Trp-P-1 y Trp-P-2 fijados a las bacterias acido lacticas fueron
liberados en presencia de sales biliares (oxgall). Reportes anteriores han mostrado
que, aunque el proceso de fijacion de AFB; es efectivo, este podria ser
parcialmente reversible, y que, una pequeiia parte de la AFB; inicialmente fijada
podria ser detectada en las soluciones de lavado (Haskard et al., 2001; Peltonen
et al., 2001). De manera similar, HernAndez-Mendoza et al. (2009a), encontraron
que cepas de Lactobacillus casei liberaron solo una pequefa porcién de la AFB1
fijada, sugiriendo que una porcion elevada de AFB; fue fijada de manera
irreversible. Serrano-Nifio et al. (2013) reportaron que una union de la toxina a
bacterias lacticas de forma irreversible, ya que después de realizar tres lavados

con agua destilada estéril no se detect6 acrilamida residual.

En este sentido se puede corroborar la importancia de las bacterias acido
lacticas tanto de fijacidon como de retencion del xenobidtico como la acrilamida, y
se demuestra que las bacterias representativas del duodeno podrian estar
relacionadas con la adosorcion pero de manera indirecta, ya que aun no se tienen
reportes sobre el potencial detoxificante de estas cepas sin embargo, puede ser

pauta para futuras investigaciones

7.6. Determinacion de la concentracion de acrilamida en el alimento modelo
(papas fritas comerciales)

El lote de papas comerciales evaluado tuvo concentraciones de 13687.3 + 0.38
Hg/Kg de muestra. En la tabla 7.6.1 se muestran los valores obtenidos de acuerdo

a las diferentes presentaciones del producto comercial.
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TABLA 4.6.1. Concentracion de Acrilamida en el alimento modelo

Concentracion de acrilamida en papas (ug/g de muestra)

19 de papas fritas 13.70 £ 0.38
Presentacion de 509 684.36*
Presentacion de 170 g 2326.84*
Por kg de papa 13687.3*

*Estimaciones de acuerdo a lo obtenido por g de muestra.

Este resultado se puede comparar con lo obtenido por Rivas-Jiménez en
2016 donde determiné la cantidad de acrilamida en 4 diferentes tipos de marcas
comerciales de papas fritas, dentro de las cuales el alimento modelo de este
estudio también fue estimado, el valor obtenido en el estudio fue de 10530 + 1100

Hg/kg cercano el valor obtenido en este trabajo.

7.7. Evaluacién de la capacidad de consorcios formados por bacterias
seleccionadas para reducir AA in vitro.

Los resultados obtenidos en el ensayo de fijacion in vitro utilizando las mejores
condiciones de estudio (5 ug de AA/mL, 16 h de crecimiento de cada cepa, 4 h de
incubacion con la toxina), para los tres consorcios evaluados mostraron un efecto

positivo ante la remocion de AA (Figura 7.7.1).
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FIGURA 7.7.1. Porcentaje de AA fijada por los diferentes consorcios in vitro (5 ug

de AA/mL, 16 h de crecimiento de cada cepa, 4 h de incubacion con la toxina).

Se tiene conocimiento que las BAL, evaludas de forma individual, pueden
remover diferentes xenobidticos dietarios, incluyendo metales pesados (Halttunen
et al., 2008), cianotoxinas (Nibom et al., 2007) y micotoxinas (El-Nezami et al.,
1998), en soluciones acuosas in vitro. Sin embargo, combinaciones de las cepas
probidticas pueden conducir a un tratamiento mas efectivo que una sola cepa,
dependiendo de los objetivos especificos (Schell et al., 2002; Timmerman et al.,
2004), pero pueden llegar a reducir su capacidad de eliminacién de toxinas. En
este trabajo el consorcio formado por las cepas probioticas (CP) logré reducir
92.77 % de la AA inicial en medio acuoso. En contraste, el consorcio formado por
bacterias representativas del intestino delgado (CND) mostré6 una menor
capacidad de remocién de la AA (60%). Por otra parte, la mezcla de ambas
bacterias pretendia estudiar el comportamiento de las cepas de acuerdo a como
se encuentran en su ambiente natural, y con ello se obtuvo una reduccion de la
toxina del 88.64% demostrando un efecto no significativo (p<0.05) sobre la
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reduccion de acrilamida en comparacion con las cepas individuales. En este
sentido, un estudio realizado por Halttune et al. (2008), compararon la eliminacion
de cadmio, plomo, aflatoxina B1 y microcistina-LR de la solucién acuosa por
Lactobacillus rhamnosus GG, L. rhamnosus LC705, Propionibacterium
freudenreichii shermanii JS y Bifidobacterium breve Bbi99/E8, por separado y en
combinacion, y mostraron que la capacidad de eliminacién de toxinas de una
combinacion de cepas de bacterias acido lacticas no esta dada necesariamente
por la suma de sus capacidades individuales. Sin embargo, se pueden usar cepas
simples puras cuando el objetivo es eliminar compuestos Unicos. El uso de
combinaciones de cepas puede ser benéfico cuando se eliminan varios

compuestos juntos. Esto necesita ser estudiado en futuros experimentos.
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7.8. Evaluacion de 3 consorcios bacterianos para reducir la biodisponibilidad
de AA en un sistema digestivo simulado.

La capacidad del consorcio formado por probidticos (CP), del consorcio
formado por baterias representativas de la microbiota nativa de la parte superior
del intestino delgado (CND) y el consorcio formado por la mezcla de los
consorcios antes mencionados (CP+CND), para remover acrilamida en papas
comerciales se muestra en la Figura 7.8.1. Los resultados obtenidos evidenciaron
que los tres consorcios evaluados mostraron capacidad de remocion de la AA al
final del proceso digestivo simulado, lo que indicaria una posible reduccién de la
acrilamida en modelos in vivo. Para este estudio se evaluaron condiciones de
ayuno simulado. Los resultados mostraron el mismo comportamiento que en
condiciones in vitro, pero en este caso, el consorcio con bacterias probioticas (CP)
solo removio 62.30% de la AA inicial, mientras que los consorcios CND y CP+CND
mostraron valores de 11.67 y 40.75 %, respectivamente.
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FIGURA 7.8.1. Porcentaje de AA removida por los distintos consorcios bacterianos

al final del proceso digestivo simulado.
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En este caso, se corrobora la eficacia de los probioticos para reducir
acrilamida al ver que el consorcio de probidticos (CP) fue significativamente
diferente (p<0.05) a los otros consorcios. Asi mismo, se observd que existe gran
diferencia con el consorcio CND porque al ser bacterias diferentes a los
probiéticos algunos componentes de la pared celular podrian variar; como lo
propuesto por Serrano et al. (2015), quienes determinaron una correlacion
significativa entre el porcentaje de union de dos toxinas (AFB; y acrilamida) y el
contenido de algunos constituyentes de los acidos teicoicos de la pared celular.
Los autores propusieron las posibles interacciones de unién entre los sustituyentes

unidos a los polimeros de polirribitol y ambas toxinas.

Aungue aun no se tiene conocimeinto sobre las cantidades exactas de
acidos teicoicos en bacterias como Bifidobacterium catenolatum ATCC27676 y
Streptococcus salivarius  var. Termophillus ATCC 19258 Streptococcus
gallolyticcus ATCC se podria pensar que no estan directamente relacionadas con
la fijacion de componentes toxicos, ya que al ser bacterias comensales de la parte
superior del intestino delgado (duodeno) mantienen el equilibrio poblacional con la
produccidon de otras sustancias o componentes que beneficien a las demas
poblaciones bacterianas, como las acido lacticas, logrando mantener un equilibrio

benéfico para nuestro organismo.
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CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES

Este estudio de tesis se realiz6 para evaluar la capacidad de consorcios
de bacterias acido lacticas y de la flora nativa para remover acrilamida mediante
un modelo de digestion simulada (ayuno) y se obtuvieron las siguientes

conclusiones:

Todas las cepas demostraron fijar acrilamida en los dos tiempos de
exposicion (4 y 12 h); sin embargo, el tiempo optimo fue de 12 h, ademas las
bacterias mostraron mejor fijacion en condiciones de 16 horas de crecimiento (fase
estacionaria) y a una concentracion de 5 pg/mL, pero en caso del pH no mostraron
diferencia significativa.

Las cepas de Bacillus coagulans, Lb. casei Shirota, B3 (Lb. fermentum

JB3) B4 (Lb. pentosus JB4) demostraron la mayor capacidad de fijacion (80-87%).

La participacion de bacterias de la flora nativa no mostr6 un valor
significativo en la reduccion de AA (ca. 68%). Ademas, la interaccién toxina-

bacteria se ve afectada por los lavados al perder entre ca.1-3 % de AA.

Por lo tanto, la formacion de consorcios utilizando bacterias probioticas
aumenta la efectividad para reducir AA, ya que se alcanzé una reduccion en
solucion acuosa de ca. 92%. Por lo tanto, esta mezcla de bacterias podria
desempeiiar un papel protector al reducir la biodisponibilidad de toxinas

transmitidas por los alimentos como la acrilamida.
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8. APENDICE

Apéndice A: Composicion de medios de cultivo

MRS (Lactobacillus, Bacillus coagullans y Bifidobacterium catenolatum ATCC®

27676%)

Reactivo Cantidad g/L
Peptona de caseina 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
Dextrosa 20
Tween 80 1mL
KH2PO,4 2
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05
Agar 15
pH 55+1.0
*Cisteina hidroclorhidrica 0.5

*Solo se utiliza cuando el medio es utilizado para Bifidobacterium.
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NOTA: El pH del medio fue ajustado con NaOH (0.1 N) o 4cido acético segun el

caso.
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Medio E. coli

Composicion (g/L)

Tripteina 20.0
Lactosa 5.0
Sales biliares N° 3 1.9
Fosfato dipotasico 4.0
Fosfato monopotasico 1.5
Cloruro de sodio 5.0
pH 6.0

Preparacion:

Suspender 37,4 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar hasta
su total disolucion. Distribuir en tubos de ensayo con 5mL o en matraces con 35

mL, segun sea el caso,y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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Medio BHI (Brain Heart Infusion)

Composicion g/L

Infusion de cerebro y corazon de (sélidos) 8.0

Digerido péptico de tejido animal 5.0
Digerido pancreético de caseina 16.0
Cloruro sédico 5.0
Glucosa 2.0
Fosfato disodico de hidrégeno 2.5

Agar 15

oH 7.4£0.2

Preparacion:

Suspender 37,4 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar hasta
su total disolucion. Distribuir en tubos de ensayo con 5mL o en matraces con 35

mL, segun sea el caso, y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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Medio ATCC® 1252 (Veillonella)

Reactivo Cantidad (g/L)

Extracto de levadura 13

Peptona de caseina 10

Glucosa 5

Almidén soluble 1

Cloruro de sodio 5

Acetato de sodio 3

Cisteina hidroclorhidrica 0.5

pH 55-6.0

Nota: Preparar una solucion de lactato de sodio al 60% y adicionar al 1.5% al

medio, posteriormente ajustar pH y someter el medio a esterilizacion.

Medio ATCC® 188 (Enterococcus)

Reactivo Cantidad g/L
Peptona tripticasa 5
Extracto de levadura 3
Lactato de sodio 15
Tioglicolato de sodio 0.75
Tween 80 1mL
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Glucosa

pH

5.5-6.0
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Apéndice B: Preparacion de soluciones buffer utilizadas

Buffer de fosfato (PB)

Preparar una solucion de fosfato de sodio dibasico 0.5 M (A) y una
solucion de fosfato de odio monobasico 0.5 M (B). Se mezclan 87 mL de la
solucion A con 13 mL de la solucion B y se aforan a 100 mL con un pH final de 7.0
-7.2

Buffer de fosfato de sodio (PBS)

Diluir 7 g de NaCl en 20 mL de la solucién PB, aforar a un volumen total
de 1 L con agua destilada estéril. El pH se ajusta a un valor de 7.0 con NaOH o

acido acético segun sea el caso.

Buffer carbonato/bicarbonato de sodio:

Preparar soluciones de carbonato de sodio y bicarbonato de sodio a 0.2 M
cada una, posteriormente se mezclan 4 mL de la solucién de carbonato de sodio
junto con 46 mL de la solucién de bicarbonato de sodio aforando a 200 mL con

agua desionizada estéril.
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Apéndice C: Curva estandar de acrilamida
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Apéndice D: Columna de extraccion de fase solida (SPE-C18)

La extraccion en fase sélida SPE es una técnica preparativa que el analista utiliza
para “limpiar” la muestra previa la cuantificacién y/o para futura concentracion del
analito que esta presente en la muestra. El término “extraccion en fase sélida” es
debido a que el material de soporte utilizado es un sdlido, a través del cual pasa
un liquido o un gas. Los analitos son absorbidos en el soporte y luego eluidos de
acuerdo a sus diferentes afinidades entre el material absorbente y la fase movil

utilizada.
Protocolo general de extraccién (fase reversa)
A: Acondicionamiento de las columnas

e Enjuagar el empaque con 3-5 mL de metanol
¢ Realizar un segundo enjuague con 3-5 mL de MeOH. No permita que el empaque
se seque antes de agregar la muestra.

B: Aplicacion de la muestra

e Aplicar la muestra en la parte superior de la cama de embalaje; empujar o extraer
la muestra a través del lecho a una velocidad de flujo de 1-5 mL/min. Recoger la

muestra para la cuantificacion del compuesto deseado (cuando no sea retenido)
C: Lavado

e Si el compuesto deseado es retenido, lavar cualquier compuesto interferente

débilmente retenido con un disolvente polar
D: Elucion

e Eluir el compuesto deseado con 1-2 mL de disolvente no polar y recoger para el

analisis.
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Apéndice E: Componentes y concentraciones de los diversos jugos

sintéticos del modelo de digestion in vitro que representan las condiciones

de alimentacion

Jugo Gastrico  Jugo Duodenal Jugo biliar

Saliva
10 mL KCI[89.6 g/L] 40 mL NaCl [175.3
10mLKSCN[20 7 ng}f]C' (1753 giL] ?EO mL N?C]ZI
g/L] 40 mL NaHCO3 1753 g/L
10 mL NaHzpo4 30 r[%; ';'a'jLZ]PO"' [84.7 giL] 68.3 mL
y [88.8 g/L] ©9 10 mL KH2PO4  NaHCO3 [84.7
Solucion 9.2 mL KCI [89.6 g/L] L
inorganica 10 MLNaSO4[S7 yg') ‘cacLe - 2H20 [B9/L] glL]
g/L] 22.2 g/L] 6.3mL KCI[89.6  4.2mLKCI
17mLNaCI[1753 , 0o (306 g/L] [89.6 g/L]
g/L] giL] "~ 10 mL MgCI2 [5g/L] 150 uL I/*CI 37%
20 mL NaHCO3 . 180 L HCI 37% g/g
184.7 giL] 6.5 mL HCI 37% g/g oG
10 mL de glucosa [65
g/L]

10 mL de acido D-
glucuronico [2 g/L] 4 mLdeurea[25 10 mL de urea

., .. 8 mL de urea [25
Solucién organica giL] 3.4mL S?Liﬂea [25 g/L] [25 g/L]
10 mL de

Hidrocloruro de
glucosamina [33 g/L]
9mLCaCLl2: 44 ) cacL2 -

L 290 mg de a- 1gdeBSA 2H20 [22.2 g/L]
Anag:r Zrl]?camfizc'a amilasa (Albumina Sérica ~1gdeBSA ZT%O [gsés‘q’i\l‘]
ganice 15 mg de acido Bovina) (Albumina Sérica -cgael
solucion . . Bovi (Albumina
inorganica unco - 259 de pepsina ovma). Sérica Bovina)
25 mg de mucina 3 mg de mucina 9 g pancretina -
) 30 g bilis
1.5 g lipasa
6.8+0.2 1.30+£0.02 8.1+0.02 8.2 +0.02

pH

La soluciones organica e inorganica son aforadas a 500 mL con agua desionizada. Después de
mezclar las soluciones inorganica y organica algunos de los constituyentes se agregan y se

disuelven. Si es necesario, el pH de los jugos se ajusta al intervalo apropiado.
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Apéndice F: Cromatograma representativo de la presencia se acrilamida

mediante HPLC
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Apéndice G: Efecto combinatorio por pares de factores sobre él % de fijacién

Tiempo de Exp vs Cepa
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