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Resumen

RESUMEN

El colon proximal humano es la region del intestino grueso donde se ha reportado e
mayor efecto prebidtico, sin embargo, no es un sitio facilmente accesible para estudios de
rutina. Para realizar estudios de ecologia microbiana en esta regiéon se han desarrollado
modelos de laboratorio que imitan algunas caracteristicas del sistema digestivo. El objetivo
de este trabajo fue construir un modelo de laboratorio con las condiciones de fermentacion y
absorcion del colon proximal humano, asi como determinar la respuesta a la adicion de
inulina, almidén resistente de platano y fibra dietética de naranja. El modelo se construyo
empleando un tubo de vidrio (50 x 5 cm) con una membrana de didlisis en su interior. El
sustrato se introdujo en la membrana de didlisis tres veces al dia, simulando una
alimentacion humana tipica. La composicion del sustrato incluyo 58% de carbohidratos, 35%
de proteinas, 3% de fibra, 3% de almidén, y 1% de lipidos en base seca, con el 90% de
humedad. Como in6éculo se utilizé un cultivo de biomasa fecal propagado en caldo de soya y
tripticaseina (TSB). La absorcion intestinal fue simulada mediante el flujo continuo de una
solucion de polietilenglicol (PEG) alrededor de la membrana de dialisis. Se logré el cultivo de
biomasa fecal para su empleo como in6culo. El in6culo se obtuvo con una concentracion de
microorganismos y &cidos grasos de cadena corta (AGCC) semejante a la encontrada en
solucion fecal. Con la propagacion se mejoraron las condiciones de manejo y transporte, se
aumentd la concentracion de microorganismos anaerobios y se elimind la interferencia por
sustancias desconocidas. En el modelo del colon proximal se obtuvo crecimiento de
microorganismos aerobios y anaerobios asi como produccion de 4cidos grasos de cadena
corta en concentraciones similares a las reportadas por otros autores para la region del
colon. Todos los microorganismos aumentaron su cuenta después de la inoculacién del
sustrato y se obtuvo el mayor crecimiento después de cada alimentacion. La concentracion
de AGCC dentro y fuera de la membrana fue significativamente diferente debido a la eficacia
de extraccion de la solucién de PEG. La mayor produccién se obtuvo a las 48 h. Al principio,
el acetato fue el compuesto predominante, pero después de 12 h la proporcion de butirato
aumento y el acetato disminuy6. Esta produccién de AGCC fue similar a la del colon proximal
en los sistemas vivos. El funcionamiento continuo del modelo del colon durante 48 h fue
suficiente para obtener un buen desarrollo de microorganismos y la produccion de AGCC.
Este modelo reproduce las condiciones del ser humano de colon proximal de manera

adecuada y puede ser utilizado para estudiar el desarrollo de la microbiota colénica. La
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adicion de inulina en el modelo provoc6 el aumento en la concentracion de anaerobios
totales y facultativos, asi como en lactobacilos y bifidobacterias. Aunque en la concentracion
de mesdfilos aerobios se presentd un aumento, en coliformes y enterobacterias hubo una
disminucion en la concentracién. La concentracion de clostridios se mantuvo igual tanto a las
24 h como a las 48 h; su crecimiento no fue afectado por la adicién de inulina. Se demostro
la sensibilidad del sistema modelo del colon para mostrar pequefios cambios que ocurren en
el metabolismo de la microflora col6nica ante un estimulo alimenticio como lo es la adicién de
inulina. Se obtuvo la caracterizacion fisicoquimica y funcional de almidon resistente de
platano y fibra dietética de naranja. El almidon de platano Musa balbisiana Colla contiene
mas de la mitad de almidodn resistente a la digestion. La harina de naranja contiene alrededor
de 40% de fibra dietética, de la cual, la mitad corresponde a fibra dietética soluble. Al evaluar
estos sustratos en el modelo de colon se obtuvo una disminucion en la concentracion de
enterobacterias y un aumento en lactobacilos y bifidobacterias. Con los almidones se obtuvo
una mayor concentraciéon de AGCC y se estimul6 la producciéon de 4cido butirico, mientras
que con la fibra de naranja y pectina so6lo se obtuvo formacion de acido acético. Con el
modelo de colon se contribuird a aumentar el conocimiento sobre la ecologia colbnica, asi

como el efecto de diversas sustancias en su crecimiento y metabolismo.
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ABSTRACT

The human proximal colon is the region of the large intestine where the greater
prebiotic effect has been reported. However, this is not a region easily accessible to routine
studies. In order to carry out studies on microbial ecology in this region, laboratory models
that imitate some characteristics of the digestive system have been developed. The aim of
this research was to build up a laboratory model with the same conditions of fermentation and
adsorption than the human proximal colon, as well as to determine the response to the
addition of inulin, resistant banana starch and orange dietary fiber. The model was
constructed using a glass tube (50 x 5 cm) with a dialysis membrane inside. The substrate
was introduced in the dialysis membrane three times a day, simulating a typical human food.
The composition of the substrate was 58% carbohydrates, 35% protein, 3% fiber, 3% starch,
1% lipids in dry weight basis with 90% moisture. As inoculum it was used fecal cultivated
biomass propagated in trypticasein soy broth (TSB). The intestinal absorption was simulated
by means of a continuous flow of a solution of polyethylene glycol (PEG) outside the dialysis
membrane. Grow of biomass to be used as fecal inoculum was achieved. The inoculum
obtained had a concentration of microorganisms and short-chain fatty acids (SCFA) similar to
that found in a fecal solution. The use of a propagated inoculum improves conditions for
handling and transportation, increases concentration of anaerobic microorganisms, and avoid
interference of unknown substances. In the proximal human colon model the growth of both
aerobic and anaerobic microorganisms was obtained, as well as the production of short-chain
fatty acids, similarly to those concentrations reported by other authors for this region. All
microorganisms increased their count after inoculation of the substrate, and higher growths
were obtained after each feeding. The concentration of SCFA inside and outside the
membrane was significantly different due to the extraction efficiency of the PEG solution. The
highest production was reached at 48 hours. At the beginning acetate was the predominant
compound, but after 12 hours the proportion of butyrate increased while acetate decreased.
This production of SCFA was similar to that of proximal colon in living systems. The
continuous operation of the colon model for 48 hours was enough to obtain a good
development of microorganisms and of SCFA production. This model reproduced the
conditions of the human proximal colon adequately and can be used to study the
development of the colonic microbiota. The addition of inulin in the model led to an increase

in the concentration of total and facultative anaerobes, as well as lactobacilli and
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bifidobacteria. On the other hand, in spite that the aerobic mesophilic count was increased,
the concentration of coliforms and enterobacteria decreased. The concentration of clostridia
remained the same at 24 hours until 48 hours; its growth was not affected by the addition of
inulin. It was demonstrated the susceptibility of the colon model system to small changes in
the metabolism of colonic microflora due to food stimulus such as the addition of inulin. The
physicochemical and functional characterization o resistant starch of banana and orange
dietary fiber was obtained. The starch from banana Musa balbisiana Colla contains more than
a half of digestion resistant starch. Orange flour contains about 40% of dietary fiber, from
which, a half is soluble dietary fiber. When these substrates were assessed in the colon
model, a decrease in the concentration of enterobacteria was obtained, while an increase in
lactobacilli and bifidobacteria resulted. With starch a grater concentration of SCFA was
obtained and the production of butyric acid was stimulated, while with orange fiber and pectin
only the formation of acetic acid was got. With this model it is possible to contribute to the
knowledge of the ecology of colonic microbiota, as well as the effect of different substances in

its growth and metabolism.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La flora intestinal del ser humano guarda una estrecha relacion con su salud. Mas del
95% de su poblacién bacteriana vive en el tracto digestivo, principalmente en el colon. La
funcién principal de la flora coldnica es la fermentacion de sustratos no digeridos en el
intestino delgado, asi como del moco producido por el epitelio intestinal (Guarner, 2002). El
balance microbiano en este sitio determina las sustancias que pueden ser convertidas en
compuestos benéficos o no para el huésped (Percival, 1997). Entre las sustancias que
promueven el balance microbiano se encuentran los prebidticos, definidos como sustancias
indigeribles que estimulan el crecimiento de bacterias benéficas en el colon, principalmente

lactobacilos y bifidobacterias (Roberfroid, 2000).

El colon es la regién donde se ha reportado el mayor efecto prebibtico, sin embargo,
no es un sitio facilmente accesible para estudios de rutina (Macfarlane et al., 1998). Por otra
parte, el empleo de animales conlleva implicaciones tales como el aspecto ético, la
evaluacién continua de algunos parametros y el costo (Van der Wert y Venema, 2001). Para
estudios de ecologia microbiana en esta region se han desarrollado modelos de laboratorio,
entre los que se encuentra el SHIME (Simulator of the Human Intestinal Microbiology
Ecosystem), disefiado por De Boever et al. (2000), en el que se reproduce el estbmago,
intestino delgado y colon ascendente, trasversal y descendente en vasos de vidrio.
Macfarlane et al. (1998) validaron un sistema de cultivo continuo con las tres regiones del
colon humano representadas por tres contenedores de vidrio cerrados. Briick et al. (2003)
propusieron el uso de solamente dos regiones del intestino grueso (proximal y distal), debido
a que el colon transversal solamente constituye una via de paso entre el ascendente y
descendente. Sin embargo, estos modelos que imitan regiones del sistema digestivo
representan las diferentes regiones intestinales a través de contenedores cerrados. En ellos
se lleva a cabo una fermentacion de flujo continuo sin tomar en cuenta el efecto de la
absorcion, lo que lleva a sobreestimar los metabolitos obtenidos. Ademas, debido a las
condiciones alimenticias que se presentan en la region proximal del intestino grueso, se ha
encontrado que el principal crecimiento de microorganismos ocurre en el colon proximal,
siendo la segunda parte, principalmente de absorcion de liquidos (Cummings, 1997). La

investigacion en nutricibn humana requiere de modelos de laboratorio con altos valores
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predictivos debido a que, simplemente, no es posible realizar estudios en voluntarios
humanos de una gran variedad de nuevos productos o ingredientes para evaluar sus efectos

fisioldgicos.

Entre los prebidticos mas estudiados se encuentra la inulina y la oligofructosa (Kaur y
Gupta, 2002; Langlands et al., 2004). Sin embargo, debido a la importancia de los prebidticos
en la regulacion de la microflora intestinal se ha generado un gran interés en el desarrollo y
evaluaciéon de nuevas sustancias (Rycroft et al., 2001). Entre las sustancias indigeribles que
llegan al colon se encuentra el almidon resistente (Croghan, 2002) y la fibra dietética
(Escudero y Gonzélez, 2006), las cuales son prebidticos potenciales (Garcia et al., 2008), sin

embargo, sus efectos en la microflora col6nica atiin no han sido suficientemente evaluados.

El objetivo de este trabajo fue construir un modelo de laboratorio que simule las
condiciones de fermentacion y absorcion del colon proximal humano, determinar la respuesta
a la adicion de inulina como prebiotico conocido y evaluar el efecto de almidén resistente de

platano y fibra dietética de naranja en algunos grupos bacterianos de la microflora colonica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Construir un modelo con las condiciones de fermentacién y absorcién del colon proximal

humano para la evaluacion de prebidticos.

2.2. Objetivos especificos

a) Obtener mediante cultivo un ecosistema bacteriano con la composicion y concentracion de

algunos grupos microbianos fecales.

b) Construir un sistema modelo que simule las condiciones de fermentacién y absorcion del

colon proximal humano.

c¢) Evaluar la respuesta bacteriana en el sistema modelo a una alimentacién simulada.

d) Evaluar la respuesta bacteriana en el sistema modelo a la adicién de inulina como

prebidtico de referencia.

e) Caracterizar fisicoquimicamente el almidon de platano y la fibra de naranja.

f) Evaluar el efecto prebiotico del almidon resistente de platano y la fibra dietética de naranja

en el modelo.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Sistema digestivo humano

El sistema digestivo abarca el conjunto de 6rganos relacionados directamente con el
proceso de digestién y absorcién de nutrientes. Este sistema presenta partes claramente
diferenciadas como son: la boca, el eséfago, el estomago, la vesicula biliar y el pancreas, el
intestino delgado y el intestino grueso. En el intestino delgado se lleva a cabo el proceso de
digestion y absorcién de nutrientes (Fuentes et al., 1999) mientras que en el intestino grueso
se realiza la fermentacion de productos no digeridos en el intestino delgado (Cummings,
1997).

El intestino grueso es un 6rgano continuo que anatdmicamente presenta diferencias
regionales las cuales han sido denominadas como ciego, apéndice, colon ascendente, colon
transverso, colon descendente, colon sigmoide, recto y canal anal (Abreu, 1981; Riverén,
1999). Sin embargo, fisiolégicamente se ha clasificado en colon derecho o proximal y colon
izquierdo o distal, con una region intermedia representada por el colon transverso (Haubrich,
1982; Christensen, 1985). En la Figura 1 se observan las diferentes regiones del intestino

grueso.

3.2. Colon proximal

El colon derecho o proximal estd constituido por el ciego y colon ascendente
(Haubrich, 1982; Christensen, 1985). El ciego es la region donde desemboca el intestino
delgado a través de la union ileocecal; presenta forma de saco y suele ser mas ancho (8.5
cm) que largo (6.5 cm). El colon ascendente se encuentra entre el ciego y el colon transverso
y posee una longitud de 20 cm (Haubrich, 1982). El colon transverso posee una longitud de

40 a 50 cm y es el que posee mayor maovilidad de todo el colon (Abreu, 1981).

En cuanto al tiempo de transito del bolo alimenticio y fecal, de la boca al ano toma
cerca de 60 h en promedio en humanos adultos, y de este tiempo, de la boca al ciego es
alrededor de 4-6 h, por lo que el tiempo de residencia en el colon es de alrededor de 54 h.
En la region del ciego y colon derecho se han reportado un tiempo de 7 a 24 h, para el colon

izquierdo entre 9y 30 h, y para el recto y colon sigmoides entre 12 y 44 h (Cummings, 1997).
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Colon derecho Colon izquierdo

Colon transverso

Proximal Distal
ol Colon
descendente
ascendente
Infestino
delgado
Colon
Gy sigmoides

Ano

Figura 1. Anatomia del intestino grueso.

La propulsion en el colon se debe primordialmente a dos tipos de movimiento, el
movimiento en masa, el cual tiene la funcion de mover el contenido a lo largo del intestino, y
las ondas de propagacion de alta amplitud, relacionadas con el proceso de defecacion; sin
embargo, estos ultimos sdlo se realizan entre una y dos veces al dia (Cook et al., 2000). En
el colon proximal se ha demostrado la existencia de movimientos antiperistalticos que
favorecen la mezcla del contenido (Tresguerres, 1999). La motilidad en esta regidn presenta
un patron de ondas lentas con una frecuencia de 9-10 ciclos/min, manteniéndose hasta el
colon sigmoide (Snape, 1988). Las contracciones australes necesitan de 8 a 15 h para
desplazar el quimo desde la valvula ileocecal hasta el colon transverso, y a partir del
comienzo del colon transverso y hasta el sigmoides la propulsibn depende de los

movimientos de masa (Guyton y Hall, 2001).

Las funciones fisiolégicas del colon mantienen un ambiente favorable para los
patrones de fermentacion adecuados, como aportar el sustrato necesario para la

fermentacion, temperatura constante cercana a los 37<C, fuerza ionica (osmolaridad) 6ptima,
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potencial negativo de oxidorreduccion (-250 hasta -450 mV), retirar el desecho no digerible
(material solido), mantener la tasa de eliminacion de microorganismos compatible con los
tiempos de regeneracion celular y amortiguar o retirar los productos &acidos de la
fermentacion anaerobia, como son los &cidos grasos volatiles. La entrega de sustratos
requiere solo de la alimentacion, otros como la temperatura y la fuerza ibnica se obtienen por
medio de los mismos mecanismos homeostaticos que mantienen estas condiciones
fisiolégicas dentro del cuerpo del huésped. ElI mantenimiento del potencial de

oxidorreduccion solo requiere que existan condiciones anaerobias (Herdt, 1981).

3.2.1. Contenido alimenticio . El Cuadro 1 muestra el contenido del quimo que ingresa al
colon proximal, el cual esta constituido por carbohidratos, proteinas, moco y restos celulares

y bacterianos.

Cuadro 1. Sustratos disponibles para la fermentacién en el colon humano.

Tipo Contenido Cantidad
(g/dia)
Carbohidratos Almidén resistente 5-35
Polisacaridos no amilaceos 10-25
Oligosacaridos 2-8
Azlcares 2-5
Carbohidratos sintéticos Desconocido
Proteinas De la dieta (N x 6.25) 1-12
Endégena 4-8
Urea, nitrato 0.5
Otros Moco 3-5
Reciclado bacteriano Desconocido
Células epiteliales Desconocido
Acidos orgéanicos Desconocido
Total Carbohidratos 20-60
Proteinas 5-20

Fuente: Cummings, 1997.

El contenido del colon proximal en la regién del ciego es una masa semiliquida,
grumosa, de color amarillo claro y de olor agrio (Abreu, 1981; (Cummings, 1997)); sin
embargo, en el colon descendente y sigmoides del colon distal, el contenido intestinal posee
la consistencia caracteristicas de las heces (Escuredo et al., 1995). Se ha reportado que el

contenido de humedad va desde 85% en el ciego, hasta 77% en la region del colon

6
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sigmoides (Cummings, 1997) y el valor de pH del contenido coldnico va de 5.5 a 5.8 en la

region del ciego, hasta 6.5 en el sigmoides (Cummings, 1997; Metges, 2000).

3.2.1.1. Carbohidratos. En promedio, la flora del colon es capaz de fermentar entre 60 y 80
g/dia de carbohidratos (Cummings, 1997; Rustgi et al., 2005). En el Cuadro 2 se muestra una
clasificaciéon de los carbohidratos del quimo coldnico: de 2 a 10 g/dia corresponden a
azucares no absorbibles, de 2 a 6 g/dia a oligosacéridos, de 15 a 30 g/dia a fibra dietética, y

entre 15y 20 g/dia a almidon resistente (Cummings, 1997; Blasco y Soriano, 2006).

Cuadro 2. Clasificacion de los carbohidratos de la dieta.

Grupo Subgrupo Digestién en el intestino
delgado
Azlcares Monosacaridos Glucosa, fructosa, galactosa, Generalmente bien
sorbitol, manitol absorbidos, excepto

azUcares alcoholes

Disacaridos Sacarosa, lactosa, maltosa Generalmente bien
absorbidos, excepto lactosa

Oligosacéridos  a-glucanos La mayoria de los productos de Bien digeridos
la hidrdlisis del almidon

No a-glucanos  Fructo-oligosacéaridos, galacto- Probablemente todas llegan

oligosacaridos, rafinosa, al ciego
estaquiosa, polidextrosa (em
parte)
Polisacéaridos Almidon (a- Amilosa, amilopectina Algunas formas de almidon
glucanos) resistente llegan al ciego
Polisacaridos Pared celular: celulosa, Todas llegan al ciego

no amilaceos hemicelulosa, pectina, etc.
(no a-glucanos)

Almacenamiento: guar, inulina.  Todas llegan al ciego

Gomas, exudados, mucilagos: Todas llegan al ciego
ispagula, esterculia, karaya

Fuente: Cummings, 1997.
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a) Azucares. El colon es un ambiente pobre en monosacaridos, ya que los oligosacaridos y
polisacéaridos son las principales fuentes de carbono (Martinez et al., 2008). Sin embargo, se
ha reportado que algunos monosacaridos como la fructosa (Szilagyi et al., 2007) y la glucosa
(He et al., 2007) y disacéridos como la lactosa (Salas-Salvadd, 2000; Casellas y Malagelada,
2003) pueden llegar al colon. En estudios realizados por Szilagyi et al. (2007) en voluntarios
sanos espafoles se ha encontrado que entre el 32.2% y 36.0% de la fructosa ingerida
escapa a la absorcién en el intestino delgado. Por otra parte, Mishkin et al. (1997) en
pacientes con dispepsia funcional encontraron que la fructosa que escapa a la absorcion
estd ligada a azucares no absorbibles como el sorbitol. En cuanto a la glucosa, se ha
reportado que en concentraciones de 0 a 200 mg/l mejora la apoptosis en el colon; sin
embargo, al aumentar la concentracidn, no posee influencia significativa en la apoptosis y en
la proliferacion celular (He et al., 2007). Por otra parte, la presencia de lactosa en el colon se
debe a una mala absorcion de este disacarido en nifios mayores y adultos; en paises del
norte de Europa la prevalencia se encuentra entre 0 y 10%, mientras que en la poblacion
negra, israeli, mexicana e indio-americana, los valores son superiores al 90% (Salas-
Salvadd, 2000).

b) Azlcares no absorbibles. Otros de los componentes de la dieta que pueden llegar al
colon son los azucares no absorbibles o sustitutos de azlcares. Entre estos azucares se
encuentran los oligosacéridos, disacaridos y azucares alcoholes (Bornet, 1994; Oku y
Sudako, 2002). Una alta ingestion de estos azlcares puede causar diarrea en humanos y
animales; sin embargo, los efectos desaparecen cuando los azlcares son metabolizados por

las bacterias intestinales. El Cuadro 3 muestra los principales sustitutos de azucares.

Cuadro 3. Clasificacién de algunos sustitutos de azucares.

Sustitutos de azlcares Ejemplos
Oligosacaridos Galactosil-sacarosa, teandosa, 4-galactooligosacéarido, 6-
galactooligosacarido, xilooligosacaridos, fructooligosacaridos,

isomaltooligosacaridos, gentiooligosacaridos, soyaoligosacaridos.

Disacaridos Trehalosa, celobiosa, lactulosa, palatinosa.

Azlcares alcoholes Eritritol, xilitol, sorbitol, malitol, lactitol, palatinit.

Fuente: Oku y Sudako, 2002.
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¢) Almiddn resistente. Ademas de los azlcares, parte del almidon contenido en algunos
alimentos también puede escapar de la digestion y absorcion en el intestino delgado; este
almidén es conocido como almidén resistente (AR) (Langkilde et al., 2002; Vargas-Torres et
al., 2006) El almidon resistente se define como la suma del almidon y los productos de la
degradacion de almidén no absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos (Meyer y
Tungland, 2001; Croghan, 2002), ha adquirido gran importancia respecto a la reduccion en el
consumo de calorias, estimulacién de la microflora intestinal benéfica y prevencion de

algunas enfermedades cardiovasculares (Liljeberg et al., 1996; Osterag, 1996).

El almiddn resistente se encuentra presente en la dieta diaria, en la que se estima un
consumo promedio de 3-20 g por cada 200 g de almidoén total; sin embargo, esta cifra varia
de acuerdo con las précticas y costumbres alimenticias. La presencia del almidén resistente
en sistemas alimenticios ocurre de manera natural con el consumo de frutas y semillas de
leguminosas y, a menudo, se encuentra en alimentos con alto contenido de almidén como es
el caso de cereales comerciales y productos de panaderia, como resultado de la
modificacion o transformacion térmica al que han sido sometidos. De igual manera, aunque
en proporciones menores, se halla en alimentos comerciales que han sufrido modificacion
guimica en la estructura del almidon (Englyst et al., 1992; Eliasson y Gudmundson, 1996). En
alimentos procesados como pan y papa y en algunos alimentos como trigo, papas y
guisantes hasta un 10-20% del almidon es considerado almidon resistente (Vazquez et al.,
2005).

Un aspecto interesante del almidon resistente ha sido su capacidad para proporcionar
sustrato para la microflora colénica y promover la sintesis de acidos grasos de cadena corta,
especialmente butirato, reconocido como una importante fuente de energia para los
colonocitos. Jenkins et al. (1998) utilizando 24 sujetos sanos, evaluaron el efecto de almidon
resistente de maiz incluido en un producto cocido sobre la funcion colénica, el control
glicémico y el metabolismo de lipidos del suero. En este estudio se observé un aumento en

la concentracion de butirato con relacion a la dieta control.

En otro estudio realizado por Croghan (2002), 11 sujetos humanos fueron
alimentados con una dieta alta (49 g/d) y baja (5 g/d) de almiddn resistente durante cuatro

semanas; las dietas estuvieron compuestas por semillas de trigo no procesadas, almidon de
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maiz de alta amilosa y harina de platano verde. Este estudio mostré que la dieta con alta
cantidad de almiddén resistente incrementé el volumen fecal, disminuyé el pH fecal e

incremento la excrecion diaria de butirato.

d) Fibra dietética. Se conoce como fibra dietética a la parte comestible de partes de plantas
o carbohidratos analogos que son resistentes a la absorcion en el intestino delgado humano
con una fermentacién completa o parcial en el intestino grueso (Proxy, 2001). Las sustancias
que forman la fibra son muy distintas entre si por su estructura y sus propiedades; por lo que
se clasifican unas como solubles (pectina, gomas, mucilagos, algunas hemicelulosas) y otras
como insolubles (lignina, celulosa, la mayoria de las hemicelulosas) (Garcia, 1990). El

Cuadro 4 muestra los constituyentes de la fibra dietética.

Cuadro 4. Constituyentes de la fibra dietética.

Constituyentes Ejemplos

Polisacaridos estructurales Celulosa, hemicelulosa, sustancias pécticas y almidén
resistente.

Polisacaridos no estructurales Gomas y mucilagos.

Oligosacéridos Inulina y fructooligosacaridos.

Compuestos no carbohidratos Lignina, cutina, taninos, suberina, ceras, fitatos y saponinas.

Fuente: Valenzuela y Maiz, 2006.

En general, el consumo de fibra en la dieta occidental es de 15 a 20 g/dia, muy por
debajo de la recomendacion de la Asociacion Americana de Dietética; para adultos, la
recomendacién es de 20 a 35 g/dia. Se recomienda que esta cantidad se alcance mediante
el consumo de alimentos naturales que aportan una variedad de tipos de fibra, como también

minerales y vitaminas (Valenzuela y Maiz, 2006).

El papel de la fibra dietética en la nutricion y la salud ha sido bien establecido ya que
promueve efectos fisioldgicos benéficos, tales como laxante y disminucion del colesterol y
glucosa en la sangre (Proxy, 2001) asi como su influencia sobre el peso corporal, el riesgo
de diabetes tipo Il, y de enfermedad cardiovascular (Trallero, 2002). La fibra se ha

relacionado con numerosas enfermedades y procesos que afectan al tubo digestivo, asi, la
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fibra no solo guarda relaciéon con los mecanismos de transito intestinal de los alimentos, sino
con toda una serie de procesos fisiologios, como la diarrea, donde lo recomendable es
administrar suero oral adicionado con fibra soluble o viscosa, ya que ayuda a controlar el
nuamero de deposiciones. En colitis ulcerosa, la accion que la fibra soluble ejerce sobre el
metabolismo intestinal tiene su mejor ejemplo en la accidon que realiza como protector y
reparador de la mucosa intestinal. Tras su fermentacion correspondiente y la produccion de
acidos grasos de cadena corta, en especial butirato, facilita el incremento en el flujo
sanguineo local, estimula la proliferacion de las criptas, mejora la proliferacion de los
colonocitos y ayuda a la regeneracion de la mucosa actuando directamente como
antiinflamatorio (Rubio, 2002). Se puede decir que cada tipo de fibra tiene propiedades
diferentes en funcion de su solubilidad en agua, viscosidad, capacidad de ser fermentada o

la posibilidad de inducir efectos a nivel sistémico (Gomez et al., 2002).

El conocimiento de los efectos benéficos de dietas altas en fibra dietética hacia la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y varios tipos de cancer, asi como en la
inclusion de suplementos de fibra dietética en dietas adelgazantes, ha llevado al desarrollo

de un mercado grande y productivo de productos ricos en fibra (Ling, 1995).

5.2.1.2. Proteinas. Ademas de los carbohidratos, existe cierta cantidad de proteinas que
escapan a la digestion en el intestino delgado y que representan entre 5 y 12 g/dia
(Cummings, 1997). En un estudio realizado por Evenepoel et al. (1999), empleando
proteinas marcadas con isétopos se estimé la cantidad y el destino de las proteinas de la
dieta que escapan a la digestion. El estudio se realiz6 en diez voluntarios sanos y se
encontré que en alimentos cocidos el 5.73% de la proteina escapa de la digestién, mientras
gue en alimentos crudos, escapa el 35.10%. Con esto se confirma que cantidades
importantes de proteinas de facil digestion pueden escapar de la asimilaciébn en sujetos

sanos (Evenepoel et al., 1999).

Por altimo, un componente que no forma parte de la dieta, pero que se encuentra en
el contenido colbénico es el moco intestinal que representa entre 2 y 3 g/dia del total de
sustratos fermentables (Cummings, 1997; Garcia et al., 2002; Guarner y Malagelada, 2003).

Es un complejo hidratado que esta formado principalmente por glicoproteinas, y se
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encuentra formando una capa sobre la superficie epitelial del tracto gastrointestinal (Bollard
et al., 2005).

3.2.2. Microorganismos . Ademas de los residuos de alimentos, el principal componente del
contenido colénico son las bacterias, cuyo nimero excede 10 por gramo. Se estima que
cada individuo alberga unos 100 mil millones de bacterias de unas 400 especies distintas. En
conjunto esta poblacion viva del colon puede alcanzar hasta 400 o 500 gramos (Cummings,
1997; Guarner, 2002).

El intestino es estéril al nacimiento y la microflora se adquiere al momento del parto y
en los dias subsiguientes. La colonizacion inicial genera un microambiente anaerdbico que
permite el crecimiento de anaerobios estrictos. La diferencia de gérmenes posteriores
depende de diversos factores, siendo la dieta uno de los més importantes. En recién nacidos
alimentados en forma exclusiva con leche materna, las bacterias predominantes son las
bifidobacterias, con 1% de enterobacterias; en nifios alimentados con férmulas artificiales, la
flora es compleja, e incluye bifidobacterias, Clostridium, Streptococcus y Bacteroides. Las
especies bacteriana facultativas predominantes en la materia fecal de prematuros en cuidado
intensivo son Staphylococcus aureus Staphylococcus coagulasa negativo, enterobacterias y
enterococos. El Clostridium es el anaerobio méas frecuente y Candida el hongo mas
encontrado (Forero-Gomez y Vera-Cala, 2005). El desarrollo de una microflora intestinal
equilibrada es de primordial importancia ya que determina parcial, aunque significativamente,
el bienestar general y la salud del hospedero. La interaccién entre la microflora y el
hospedero es determinante en la regulacién y modulacién del sistema inmunolégico desde

los primeros dias de la vida (Montijo et al., 2008).

En adultos, la composicion de la flora bacteriana es muy variable de un individuo a
otro, pero muy estable dentro de cada individuo. La funcion principal de la flora del colon es
la fermentacién de los sustratos de la dieta no digeribles y del moco producido por el epitelio
intestinal. Con ello se recupera energia metabdlica en forma de sustratos absorbibles, y
ademas se promueve el crecimiento y proliferacion de las propias bacterias. Por otra parte,
previene la invasién de microorganismos patdgenos por el llamado efecto barrera (Guarner,
2002). Esta microflora es capaz de interactuar con los sustratos (alimentos) y producir

efectos benéficos al hospedero (Cagigas y Blanco, 2002).
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En el intestino grueso existe un amplio ndmero de bacterias con diferentes
caracteristicas nutricionales, lo que indica que existe una gran variedad de sustratos
disponibles para su crecimiento. De acuerdo al tipo de sustrato, existen especies
sacaroliticas, las cuales pueden metabolizar y fermentar carbohidratos complejos; también
se encuentran bacterias que degradan proteinas, péptidos y aminoacidos, asi como
bacterias metanogénicas y otras que pueden crecer con la fermentacion de productos
intermedios, como hidrégeno, lactato, succinato y etanol. Hasta hoy se conoce que las
especies predominantes numéricamente son las anaerobias no formadoras de esporas,
entre las que se encuentran bacterias del género Bacteroides, Eubacterium vy
Bifidobacterium. Ademas de las anteriores, algunas otras bacterias también se encuentran
en un alto nudmero, entre ellas se encuentran los lactobacilos, cocos Gram positivos
anaerobios y clostridios. También se encuentran los anaerobios facultativos, como
enterobacterias, pero tipicamente, estas bacterias se encuentran en numeros de 2 a 3
ordenes de magnitud por debajo de los anaerobios estrictos (Cummings y MacFarlane,
1991). El Cuadro 5 muestra los principales grupos bacterianos presentes en el colon, asi

como sus productos de la fermentacion.

Cuadro 5. Bacterias anaerobias predominantes en el colon y sus productos de fermentacion.

Concentracién

Bacterias Log10/g de Ace Pro But Lac Suc
materia seca

Bacteroides 11° + + - - T
Eubacterias 10’ + - ¥ + .
Bifidobacterias 102 + - ; + .
Lactobacilos 9° - - . + .
Ruminococos 10? + - - . -
Peptococos 10° + - ¥ + .
Peptoestreptococos 10! + - - + .
Clostridios 98 + + + +

Fuente: Cummings y MacFarlane, 1991; Ace = acetato, Pro = propionato, But = butirato, Lac = lactato, Suc =
succinato.
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Ademas, en la microflora del colon, se distingue entre la microflora del colon derecho
denominada de fermentacion y la del colon izquierdo o de putrefaccion. El tubo digestivo
contiene aproximadamente 10" bacterias que se renuevan dos o tres veces por dia y que es
distinta en los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal. En el colon la microflora se
modifica ain mas y el nimero de bacterias -casi todas anaerobias- pasa de 10'° UFC/g de
heces en el ciego hasta 10" UFC/g de heces en el recto y sigmoides. Los anaerobios no
esporulados representan 99% de la microflora, constituida por bacteroides (fragilis),
bifdobacterias, clostridios, Veillonella, fusobacterias y algunos aerobios (estreptococos,

enterobacterias, estafilococos) levaduras y protozoarios (Montijo et al., 2008).

Marteau et al. (2001) reportan que la flora cecal humana difiere cuantitativa y
cualitativamente de la flora fecal; contiene 100 veces menos anaerobios, mientras que los
anaerobios facultativos representan una parte importante. Utilizando métodos tradicionales
de cultivo encontraron que los valores de anaerobios totales, Bifidobacterium y Bacteroides
se encuentran por debajo de los encontrados en las heces fecales, sin embargo, en los

anaerobios facultativos no se encontré diferencia, como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Algunos grupos de microorganismos presentes en el ciego y fecales humanos.

Microorganismos Ciego Fecales
(Logio UFC/ml) (Logio UFC/mI)
Anaerobios totales 8.2x0.22 10.4+£0.12
Anaerobios facultativos 7.4+0.23 7.8%0.29
Bifidobacterium 6.7 £0.45 8.9+0.22
Bacteroides 7.4+0.33 8.9+0.42

Fuente: Marteau et al., 2001.

En este mismo estudio Marteau et al. (2001), empleando secuencias especificas de
rRNA 16S, encontraron que E. coli y Lactobacillus, ambos anaerobios facultativos, son los
microorganismos predominantes en la region del ciego, lo que concuerda con lo reportado
por Metges (2000), quien menciona que Lactobacillus, Bifidobacterium y Escherichia coli son
las especies que pueden encontrarse adheridas en el ileum terminal y ciego. Los anaerobios
estrictos representados por Bacteroides, Clostridium cocoides y Clostridium leptum fueron

significativamente mas bajos en el ciego.
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Algunos tipos de cocos y bacilos formadores de esporas son también habitantes del
tracto intestinal, entre los que se encuentra el género Clostridium; C. perfringens, C.
bifermentans y C. tetani son regularmente aislados, aunque en numero relativamente bajo
(Cummings, 1997).

La presencia de la microflora bacteriana en el intestino tiene un papel fundamental en
la homeostasis de la mucosa colonica, mediante la interaccion de los comensales con el
huésped a través de receptores de reconocimiento de patrones de péptidos (PPR) entre los
gque estan los receptores toll-like (TLR). Los TLR son una familia de receptores que juega un
papel clave en el reconocimiento de patégenos y la activacién de la inmunidad innata, los
acidos grasos de cadena corta, participan, ademas, en la activacion de los genes mucina 1
(MUC) de la familia de genes de mucina que codifican para fosfoproteinas de membrana que
se anclan a la superficie apical de la célula como dominios. Su funcién es el reconocimiento
de patdégenos activando cascadas de sefializacion intracelular y la produccion de proteinas
de mucina. En la membrana apical del colonocito se encuentran los TLR que son activados
por patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP), expresados por agentes
infecciosos que median la produccion de citocinas. Los TLR-4, uno de los casi 10 tipos de
receptores que componen esta familia, reconocen los lipopolisacéaridos bacterianos
presentes en la mayoria de las bacterias Gram negativas que desencadenan una cascada
de sefalizacion activadora de genes intranucleares en la cual la proteina de respuesta
primaria para diferenciacion mieloide 88 (MyD88) puede intervenir o no hacerlo (Quiroga et
al., 2007).

3.2.3. Metabolismo . La flora bacteriana del col6n produce enzimas capaces de digerir
carbohidratos y proteinas que escapan del proceso de digestibn comun en el intestino
delgado. Este proceso de digestion, como se produce en condiciones anaerdbicas, se le

denomina fermentacion (Garcia et al., 2002; Guarner, 2002).

Como resultado de la fermentacién bacteriana colonica se producen gases, vitaminas
y acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Garcia et al.,, 2002). La composicidon del gas
presente en el intestino grueso comprende nitrégeno (64%), hidrégeno (19%), diéxido de
carbono (19%), metano (3%) y oxigeno (1%) (Cummings, 1997). Las bacterias de la flora

sintetizan varias vitaminas del grupo B y vitamina K, que se absorben en ciego y colon
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derecho, y favorecen la recuperacion y absorcién de iones como el calcio, hierro y magnesio
(Guarner, 2002). Desde el punto de vista del huésped, los productos de las reacciones de
fermentacion son importantes ya que son absorbidos e influyen en muchos aspectos del
metabolismo, por lo que el control d ela fermentacion es de importancia critica para el

hombre (Cummings y Macfarlane, 1991)

El espectro de AGCC producido por la flora bacteriana depende tanto del tipo de
bacterias y el sustrato disponible (Pacha, 2000). Entre los principales se encuentran el
acético, el propidnico y el butirico, en una proporcién molar casi constante 60:25:20 (Garcia
et al., 2002). Estos acidos grasos de cadena corta representan entre el 85 y el 95% del total
de AGCC, el porcentaje restante corresponde a acidos grasos de cadena ramificada,
isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato, junto con otros compuestos organicos como lactato

y succinato (Cummings y Macfarlane, 1991).

En infantes, la concentracion y el tipo de acido graso e cadena corta producido esta
relacionado con el tipo de alimentacién. Se ha encontrado que en infantes alimentados con
leche materna se produce principalmente acido acético, mientras que en los alimentados con

leche a base de férmulas se produce acido butirico y propiénico (Pacha, 2000).

En adultos, estos acidos grasos son producidos a partir de carbohidratos, péptidos y
glicoproteinas mediante fermentacién en diferentes procesos metabdlicos de las bacterias
anaerobias. Sin embargo, el tipo de AGCC esta determinado por el niumero y el tipo de
microflora bacteriana presente en el colon, el substrato disponible y el tiempo de transito en
la luz del colon. El principal sitio de fermentacion es el segmento proximal y el ciego debido a
gue los segmentos distales tienen menor concentracion de agua y carbohidratos asi como el
pH se incrementa progresivamente hacia esos segmentos. Al realizar cuantificacion de los
AGCC en pacientes colostomizados, se ha observado una disminucién progresiva de la

concentracion de los mismos hacia los segmentos distales (Quiroga et al., 2007).

Los acidos grasos de cadena corta pueden alcanzar concentraciones de 100 mmol/kg
de heces (Aalkjeer, 2002). Sin embargo, se ha encontrado que la concentracion es mas altas
en el colon derecho que en el izquierdo (Cummings, 1997), como se muestra en el Cuadro 7.
In vitro, se ha encontrado que la produccion enddgena de AGCC es de ~250 mmol/kg/48 h

durante la incubacion con inéculo coldnico proximal, disminuyendo a ~50 mmol/kg/48 h con
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indculo coldnico distal, lo cual puede deberse a cambios en el transito o en el suministro de

sustrato (Topping y Clifton, 2001).

Cuadro 7. Concentracién de AGCC en colon derecho e izquierdo.

Acidos grasos Colon derecho Colon izquierdo

de cadena corta (mmol/kg de quimo) (mmol/kg de heces)
Acetato 109.0 62.0
Propionato 36.0 30.0
Isobutirato 0.8 14
Butirato 25.0 11.0
Isovalerato 0.6 1.2
Valerato 2.1 2.2
Caproato 1.4 1.8

Fuente: Cummings, 1997.

Los AGCC, en particular el butirato, regulan la absorcion de liquidos y electrolitos,
inducen la proliferacion, el crecimiento y diferenciacion celular en la mucosa del colon
(Quiroga et al., 2007). Diversos estudios han sugerido que el butirato puede actuar como un
agente protector en el cancer de colon, ya que se le reconoce como inductor del proceso de
diferenciacion celular y actia como agente antiproliferativo al detener el crecimiento celular
en la fase G1; también se asocia con la estimulacion de la apoptosis. In vivo, el efecto de
butirato sobre la proliferaciébn es menos claro puesto que es un combustible primario para los
colonocitos y el reemplazo de butirato puede resultar en una proliferaciébn incrementada
(Bingham, 2000).

Cerca del 95% de los AGCC producidos en el colon son absorbidos (Cummings,
1997). El grado en que estos acidos grasos son absorbidos a través de la mucosa del
intestino grueso se ha encontrado que es dependiente de la concentracion (Fitch y Fleming,
1999). Los mecanismos de absorcion de los acidos grasos en el epitelio del colon no estan
completamente claros. La hipétesis actual propone dos mecanismos importantes para su
absorcion: la difusion de los AGCC en forma protonada con participacion de las bombas
Na/H+, H+/K+ ATPasa favorecida por la produccion acida de las bacterias al convertir mas

acidos grasos de cadena corta en su forma protonada que es la forma en la cual pueden
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difundir a la célula, y el intercambio aniénico mediante intercambiadores de aniones de la

membrana apical del enterocito (Quiroga et al., 2007).

La absorcion de los acidos grasos de cadena corta esta relacionada con la absorcion
del cloruro de sodio (NaCl). La absorcién de propionato, butirato y acetato se produce
principalmente por difusidbn no ibnica y absorcién paracelular en el colon proximal. La
absorcion de AGCC no solo sirve como suministro de energia para las células epiteliales del
colon, sino que también es un factor importante que regula el equilibrio de fluidos del colon,

la absorcion de NaCl y el pH celular (Kunzelmann y Mall, 2002).

El butirato y los otros AGCC contribuyen en un 80% a los requerimientos energéticos
del colonocito y en un 5-10% al total de los requerimientos energéticos del individuo. Una vez
absorbidos son metabolizados por el epitelio colonico. Diversos estudios han demostrado
gue el orden de utilizacion de los AGCC por el colonocito es butirato > acetato > propionato.
La mayoria del butirato (aproximadamente el 90%) y entre el 10 y el 50% del propionato es
metabolizado por la mucosa colénica. El remanente del propionato y el acetato alcanzan el
higado. El propionato es utilizado como sustrato para la gluconeogénesis y el acetato es
metabolizado, dando lugar a glutamina y cuerpos cetdnicos, acetoacetato y hidroxibutirato.
Estos alcanzan el intestino delgado, siendo los principales sustratos energéticos del
enterocito, fundamentalmente, la glutamina. Sin embargo, el orden utilizacion de todos estos
sustratos por el colonocito, segin se ha demostrado en estudios in vitro es butirato >
acetoacetato > glutamina > glucosa. El acetato es el AGCC que en mayor concentracion se
encuentra en sangre periférica. A nivel sistémico, los AGCC regulan el metabolismo lipidico y
de la glucosa. En cuanto al metabolismo lipidico, se ha demostrado que el propiénico
disminuye la sintesis hepéatica de colesterol, por inhibicion de la actividad de la
hidroximetilglutaril coenzima A. El acetato y el propionato regulan el metabolismo de la
glucosa, en tanto que disminuyen la glucemia posprandrial y la respuesta insulinica. (Garcia
et al., 2002)

Los aminoacidos y péptidos son usados como fuentes de carbono, nitrégeno y
energia por un amplio rango de bacterias en el intestino grueso humano. Las aminas son
algunos de los productos del metabolismo bacteriano de los aminoécidos. Se ha encontrado

gue la concentracion media en el colon proximal ha sido de 22 mmol/kg y en el colon distal,
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la concentracion fue de 16 mmol/kg. Sin embargo, se ha encontrado que la produccion de
estos compuestos potencialmente téxicos producidos por las bacterias intestinales puede ser
reducida al incrementar la cantidad de carbohidratos fermentables presentes en el colon
como al almidén y la fibra dietética. Por lo que la reduccion de los procesos de putrefaccion
puede disminuirse con medidas relativamente sencillas de manipulacion de la dieta (Smith y
Macfarlane, 1996). Por otra parte, en el colon, es dificil separar los productos formados ya
que existen bacterias (como enterococos y enterobacterias) que pueden fermentar tanto
aminoacidos como carbohidratos, mientras que otras son aminoacido fermentadores
obligados (Smith y Macfarlane, 1997).

Ademas de las aminas y el amonio, se ha reportado que el metabolismo de los
aminoacidos también produce acidos grasos de cadena corta; sin embargo, los tipos de
AGCC producidos dependen de la composicion del sustrato. En estudios realizados por
Smith y Macfarlane (1997) se analizé la produccion de los &cidos acético, propiénico y
butirico al fermentar 20 amino&cidos con bacterias fecales humanas y el tipo de acido graso

producido varié de un aminoacido a otro.

Las mucinas son glicoproteinas enddgenas producidas por las células caliciformes del
tracto gastrointestinal. Constituyen los principales componentes estructurales de la mucosa
que actla como barrera protectora contra antigenos luminales. Un numero de bacterias
intestinales son capaces de usar la mucina como fuente de carbono y energia. Estudios
realizados por Willis et al. (1996) demostraron que el metabolismo de la mucina incremento
el numero de bacterias reductoras de sulfato. En este estudio se encontré que al emplear
mezcla de bacterias fecales se obtuvo una degradacion eficiente de la mucina, mientras que

con cultivos puros solamente se obtuvo una degradacién parcial.

3.3. Modelos de laboratorio

Tiempo atrds se creia que el colon no tenia ningun papel desde el punto de la
digestién y absorcion de nutrientes. Hoy se sabe que es un o6rgano fundamental en el
aprovechamiento de los nutrientes que escapan a la digestion. La flora bacteriana colonica
produce enzimas capaces de digerir carbohidratos y proteinas, que escapan del proceso de
digestion comuan en el intestino delgado (Garcia et al., 2002). La microflora col6nica se ha

relacionado con la etiologia de ciertos desérdenes como colon irritable, grastroenteritis y
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cancer de colon (Steer et al., 2000). La obtencion de estos conocimientos ha sido posible
debido el empleo de modelos animales (Valiente et al., 1999; Montalto et al., 2001) y al

desarrollo de sistemas que imitan las condiciones fisiolégicas del sistema digestivo humano.

Por otra parte, desde el descubrimiento de la propiedad probidtica de algunas
bacterias, asi como la actividad prebidtica de algunas sustancias alimenticias se ha
despertado el interés por la busqueda de metodologias que permitan obtener datos
biolégicamente significativos (Gibson et al., 2004). Mucha de la informacién generada sobre
el sistema digestivo y sus implicaciones en la salud proviene de modelos de laboratorio. Se
ha encontrado que los modelos de laboratorio poseen ventajas sobre los modelos humanos
y animales, ya que no es necesario considerar el aspecto ético, ademas, es posible la
evaluacion continua de algunos parametros, y muchas veces a menor costo (Van der Wert y
Venema, 2001). En el Cuadro 8 se muestra un resumen del desarrollo de algunos sistemas

de laboratorio para el estudio de la actividad probidtica y prebiotica en el sistema digestivo.

Entre los sistemas mas sencillos empleados en el estudio de la fermentacién colénica
se encuentran los de cultivo por lote; Wolin et al. (1999) mediante el uso de tubos de ensayo
anaerobios obtuvieron la cantidad de AGCC producidos a partir de glucosa y sustrato
colonico durante 24 h, con este método se obtuvo la produccion de acetato (56.8%),
propionato (20.0%) y butirato (23.2%). Mazur et al. (1993) evaluaron el efecto de
carbohidratos no digeribles en la microflora colénica; Rossi et al. (2005) empleando este
método, evaluaron la fermentacion de fructooligosacéaridos e inulina por bifidobacterias y

microflora fecal.

Debido a la importancia de probiéticos y prebidticos en algunas regiones del colon, se
ha desarrollado modelos que imitan ciertas regiones del intestino grueso. Brick et al. (2003)
propusieron el uso de solamente dos regiones del intestino grueso (proximal y distal) debido
a que el colon transversal sélo es una via de paso entre el ascendente y descendente. Con
este modelo se evaluaron sustancias contenidas en la leche materna (glicomacropéptido y
lactoalbimina) que pueden promover el crecimiento de la microflora gastrointestinal benéfica
(bifidobacterias) y ayudar a superar las infecciones entéricas. Con estos resultados se pudo
explicar por qué los nifios alimentados con lactancia experimentan menos infecciones

intestinales que sus homaologos alimentados con formula.
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Cuadro 8. Desarrollo de modelos de laboratorio para estudio de probioticos y prebiéticos.

Modelos

Sustratos

Efecto

Pruebas en tubos;
cultivos puros (varios)

Por lote; lavado fecal
como inéculo

Por lote; cultivos puros
(Bifidobacterium, E. coli,
C. perrfringens,
Bacteroides)

Por lote; difusion
quimostatica. Inéculo de
cultivos puros.

Tres estados
quimostaticos;  lavado
fecal libre de
metandgenos como
in6culo.

Por lote; cultivo puro de
Bifidobacterium spp.

Quimostatico; poblacion

definida de  quince
cultivos puros
representativos de las
bacterias intestinales

mas abundantes

Inulina, oligofructosa, glucosa

Glucosa, galactosa, arabinosa,
sacarosa,
lactulosa,
oligofructosa, inulina, almidén,
arabinogalactanos,
maltitol,

fructosa, lactosa,

celobiosa,

pectina,
sorbitol,
polidextrosa.

lactitol,

Inulina, oligofructosa,
oligofructosa ramificada,
glucosa.

Oligofructosa

Inulina

Xilo-oligosacaridos, galacto-
oligosacaridos, oligosacaridos

de frijol de soya,
pirodextrina, oligofructosa.

Una mezcla de inulina, pectina,
arabinogalactanos vy

xilanos,
almidon.

inulina,

El pH como primer indicador de la
promocion selectiva de bifidobacterias.

Se demostré el incremento selectivo de
bifidobacteria.

El monitoreo de la produccion de AGCC
reveld una alta produccién de acetato (y
lactato) con oligofructosa.

Grado de crecimiento de bifidobacterias
en oligofructosa > inulina > oligofructosa
ramificada > glucosa. Se observo
crecimiento mas rapido en glucosa de
cepas diferentes de Bifidobacterium.

Demostracion del efecto inhibitorio de
Bifidobacterium sobre el crecimiento de
otras bacterias colonicas como una
posible explicacion al aumento del
efecto bifidogénico.

Incremento selectivo de
Bifidobacterium.

Disminucion de Clostridium.

Al determinar el maximo crecimiento
especifico (Umax) revelé diferencia
significativa  interespecie  sobre el
sustrato de crecimiento.

Validacion del modelo seguido del
estudio de interacciones bacterianas
(por ejemplo, resistencia a la
colonizacion)

Fuente: Van der Wert y Venema, 2001.
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Macfarlane et al. (1998a) validaron un sistema de cultivo continuo que simula las
condiciones del colon humano. En este modelo se representaron tres regiones del colon
empleando contenedores de vidrio cerrados. Este modelo se ha utilizado en diferentes
estudios, Macfarlane et al. (1999) evaluaron el efecto del tiempo de retencién en la poblacion
bacteriana, el metabolismo de carbohidratos y la formacién de acidos grasos de cadena
corta. Este estudio permiti6 conocer algunos sustratos preferenciales de las bacterias del
colon, como los xilanos e inulina. En cuanto a los &cidos grasos de cadena corta, se
encontré que la fermentacion fue mas eficiente a un menor tiempo de retencion. Esto se
debe probablemente a un aumento de las necesidades energéticas de mantenimiento a
bajas tasas de crecimiento bacteriano. También se observaron diferencias con respecto a los
acidos grasos de cadena corta molares, con una produccion mayor de propionato de cadena
ramificada, 1o que demuestra la creciente importancia de la fermentacion de aminoacidos en

estas condiciones de cultivo.

Empleando el modelo anterior compuesto por tres contenedores, Probert et al. (2004)
evaluaron el efecto en la microflora colonica de tres sustratos fermentables: polidextrosa,
lactitol y fructooligosacaridos. Con respecto a la estimulacion de bifidobacterias y otras
bacterias, el lactitol fue el sustrato menos prometedor. Sin embargo, como producto de su
fermentacion bacteriana se obtuvo principalmente &cido butirico, el cual posee efecto
benéfico en la salud intestinal. Si las bacterias estimuladas por lactitol no poseen
propiedades no deseadas, se puede tener un nuevo prebidtico no bifidogénico. Por el
contrario, oligofructosa y polidextrosa demostraron tener potencial prebiético en todos los
ensayos realizados al observarse un aumento significativo de bifidobacterias. En conclusion,
este estudio confirmé las aseveraciones de varios estudios previamente realizados en

estudios clinicos humanos.

Un modelo desarrollado por Rautonen et al., (2005) para el colon propuso el empleo
de cuatro regiones, las cuales fueron representadas por vasos cerrados. Este modelo se
empleo para la evaluacién de polidextrosa como prebi6tico. En este estudio, se obtuvo una
degradacion progresiva de polidextrosa en cada etapa de la fermentacién del colon.
Paralelamente a su degradacion, se incrementd la produccion de AGCC. Este modelo

permitié conocer el efecto prebidtico de esta sustancia.
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También se han desarrollado modelos que imitan varios segmentos del tracto
digestivo; uno de estos modelos es el SHIME, Simulator of the Human Intestinal Microbiology
Ecosystem. En este sistema De Boever et al. (2000), reprodujeron el estdbmago, intestino
delgado y colon ascendente, trasversal y descendente en diferentes vasos de precipitado.
Cada uno de los vasos representa una seccién con caracteristicas bien definidas en

alimentacion y condiciones de pH y temperatura. Este sistema es controlado manualmente.

Finalmente, se han desarrollado modelos controlados por computadora en la que las
condiciones en el estbmago, intestino delgado y el intestino grueso pueden ser simuladas en
forma exacta y reproducible. Este mecanismo ofrece la oportunidad de comparar diferentes
productos en idénticas condiciones. Estos modelos son instrumentos con los que posible
estudiar la estabilidad, la digestibilidad, absorciéon y bioconversién de nutrientes, productos
guimicos y farmacéuticos en el tracto gastrointestinal. EI modelo de simulacion de la region
proximal del intestino grueso (TIM-2) Recientemente se ha demostrado ser una herramienta
valiosa en la investigacion de los efectos del modo de accién de prebioticos, como la inulina.
Este modelo ha sido desarrollado y validado con datos de personas con muerte subita. En el
modelo por el intestino grueso (TIM-2) las condiciones simuladas son: temperatura corporal,
el pH del lumen, la llegada de un sustrato predigerido a partir del ileon, mezcla y transporte
del contenido intestinal, la absorcion de agua, y la presencia de un complejo de alta densidad
metabdlicamente activo y microbiota anaerdbica de origen humano. Para evitar la inhibicién
del crecimiento de la microbiota por la metabolitos producidas por microorganismos
(principalmente AGCC vy lactato), estos productos metabdlicos son absorbidos por el sistema
a través de una membrana semipermeable en el interior de la luz del modelo. De esta
manera, una microbiota humana podria mantenerse estable en el TIM-2 durante un maximo

de 3 semanas, sin cambios en la composicién o actividad (Venema et al., 2003).

3.4. Prebiodticos

Los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que producen efectos
benéficos al estimular selectivamente el crecimiento y la actividad de una o varias bacterias
en el colon, las que tienen a su vez la propiedad de elevar el potencial de salud del huésped.
Los prebioticos constituyen el sustrato fundamental de las bacterias probi6ticas (Cummings,
2001; Milo, 2002; Van Loo, 2004; Gibson et al., 2004; Leal y Moreno, 2006; Roberfroid,
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2007). La eficacia de los prebidticos esté relacionada con la capacidad de resistir la digestion
en el intestino delgado y alcanzar el intestino grueso, donde un restringido grupo de
microorganismos los utiliza de un modo selectivo, principalmente bifidobacterias y
lactobacilos (Roberfroid, 2001; Garcia et al., 2002; Oliveros y Moreno, 2006).

Para que un componente alimenticio se considere prebidtico debe cumplir con los
criterios siguientes: no debe ser hidrolizado ni absorbido en la parte superior del tracto
gastrointestinal; debe constituir un sustrato selectivo para una o un numero limitado de
bacterias comensales benéficas del colon, estimulando su crecimiento y metabolismo; debe
modificar la composicion de la flora del colon, facilitando el desarrollo de especies benéficas
y debe inducir efectos en la luz intestinal o sistémicos que sean beneficiosos para la salud
del individuo que los consuma (Goiii, 1999; Cummings et al., 2001; Roberfroid, 2001; Gibson
et al., 2004; Pavon y Guillan, 2005; Oliveros y Moreno, 2006).

Los compuestos mas importantes y mayor estudiados que cumplen con los criterios
para ser considerados prebidticos son los fructanos, principalmente la inulina, los
fructooligosacaridos (FOS), los galactooligosacaridos (GOS), la lactulosa, el lactitol y la
lactosacarosa (Roberfroid, 2000; Rao, 2003; Tojo et al., 2001; Playne et al., 2003; Tojo et al.,
2003; Olano y Del Castillo, 2005; Oliveros y Moreno, 2006; Garcia y Velasco, 2007). Incluida
en este concepto esta la fibra dietética y el almidén resistente (Cagigas y Blanco, 2002;
Garcia et al., 2002; Garcia y Velasco, 2007; Olveira y Gonzalez-Molero, 2007).
Practicamente todos los prebidticos son carbohidratos, aunque algunas proteinas como la
lactoferrina (proteina de leche) ejercen efectos similares (Jiménez-Guzman y Garcia-
Garibay, 2006).

La fermentacion es una caracteristica comun de la microflora intestinal. En el colon
ocurren fundamentalmente dos tipos de fermentacidon: sacarolitica y la proteolitica. La
fermentacion sacarolitica es la mas beneficiosa para el organismo ya que produce
principalmente los acidos grasos de cadena corta (AGCC), acético, propiénico y butirico.
Estos acidos grasos se generan en el metabolismo del piruvato, producidos por la oxidacion
de la glucosa a través de la via glucolitica de Embden-Meyerhof. En cambio, la fermentacién

proteolitica produce derivados nitrogenados como aminas, amonio y compuestos fendlicos,
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algunos de los cuales son carcinogénicos (Guarner y Malagelada, 2003; Garcia y Velasco,
2007).

Como producto final de la fermentacion de los prebidticos por las bifidobacterias y
lactobacilos se produce acido lactico y acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y
butirato) (Roberfroid, 2000; Roberfroid y Slavin, 2000; Cummings et al., 2001; Rao, 2001;
Wolowski y Pool-Zobel, 2001; Cagigas y Blanco, 2002). Los acidos lactico y succinico
también pueden ser producidos pero de una manera mas selectiva (Inagaki y Sakata, 2001).
La acidificacion del medio debida a la actividad fermentativa inhibe el desarrollo y la
colonizacién de patdgenos, asi como la produccidon de elementos toxicos derivados de su
metabolismo (amonio, compuestos fendlicos, aminas, etc.) (Sanz et al., 2004; Sanz et al.,
2006; Blaut, 2002). Por otro lado, el &cido butirico constituye la principal fuente de energia
para los colonocitos, estimulando la proliferacion celular y regulando la apoptosis y la
composicion del mucus. De este modo, contribuyen globalmente a estabilizar la funcion
barrera del intestino (Sanz et al., 2004; Sanz et al., 2006; Hooper et al., 2002).

En estudios tanto in vitro como in vivo se ha reportado que los prebiéticos son una
fuente de acidos grasos de cadena corta con importantes funciones a nivel local (intestinal) y
sistémico (Cummings et al., 2001; Roberfroid, 2001; Hooper et al., 2002; Tungland y Meyer,
2002; Roberfroid, 2005; Garcia y Velasco, 2007). Actualmente, se considera que los acidos
grasos de cadena corta pueden contribuir a la funcidén barrera o protectora del epitelio
intestinal y participar en el control de varios procesos como la proliferacion mucosal, la
inflamacion, la carcinogénesis colorrectal, la absorcion de minerales y la eliminacion de
compuestos nitrogenados (Jenkins y Kendall, 2000; Jie et al., 2000; Karppinen, 2000; Olano-
Martin et al., 2000; Murphy, 2001; Williams y Jackson, 2002).

El aporte de prebidticos en la dieta se realiza por medio de alimentos naturales (ajo,
cebolla, platano, achicoria, alcachofa, esparrago) o incorporandolos a alimentos como
productos lacteos, bebidas, pasteleria y cereales (Roberfroid, 2000; Pavon y Guillan, 2005;
Martinez-Costa, 2006). Entre los alimentos prebidticos también se incluye la fibra soluble
(pectinas, gomas y mucilagos), cuyas fuentes dietéticas son la avena, legumbres, manzana y

citricos, entre otros (Tojo et al., 2003; Gimeno, 2004; Martinez-Costa, 2006).
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Los fructooligosacéridos (FOS) y la inulina son los oligosacéridos con mayor
evidencia de efecto prebiotico por su efecto estimulador sobre las bifidobacterias y, en menor
grado, sobre los lactobacilos (Kolida et al., 2002; Roberfroid, 2002; Roberfroid, 2005; Garcia
y Velasco, 2007). Son polimeros de fructosa que proceden habitualmente de la achicoria o
gue se obtienen por sintesis, con un grado de polimerizacién de 2 a 20 unidades en el caso
de los FOS y de 2 a 60 unidades en el caso de la inulina. Ambos son resistentes a la
hidrdlisis por las enzimas digestivas humanas y se fermentan completamente en el colon
preferentemente por las bifidobacterias (Kolida et al.,, 2002; Roberfroid y Gibson, 2002).
Dado su potencial osmdético y excesiva fermentacién algunos producen efectos adversos

como flatulencia, meteorismo y diarrea (Ortufio, 2006; Molina y Martin, 2007).

La inulina estimula selectivamente el crecimiento de las bifidobacterias de la
microflora col6nica. Esto se ve demostrado con un aumento de bifidobacterias en la materia
fecal (Roberfroid, 2000; Roberfroid, 2001; Sanz et al., 2003). Estudios experimentales in vitro
han demostrado que, en el caso de los fructooligosacéridos, son metabolizados
selectivamente por las bifidobacterias, y que esta fermentacién selectiva induce a una
disminucion del pH del medio, debido a la produccion de grandes cantidades de lactato y
acetato que inhiben el crecimiento de E. Coli, Clostridium y otras bacterias patdgenas como
Listeria, Shigella o Salmonella. La fermentacion selectiva de la inulina y FOS por las
bifidobacterias también se ha demostrado in vivo mediante pruebas con voluntarios (Kolida
et al., 2002; Roberfroid, 2005; Molina y Martin, 2007).

Los fructooligosacaridos se encuentran disponibles comercialmente en Japon,
Estados Unidos, Europa y en México. Son producidos a partir de la hidrélisis parcial de
inulina extraida de la raiz de la achicoria (Cichorium intybus) por accién de enzimas fungicas
en sacarosa para obtener un producto denominado Neosugar. Otro método de obtencién es
la sintesis a partir de sacarosa usando la enzima transfructosilasa (Escalante, 2001;
Figueroa et al., 2006).

El uso de inulina y oligofructosa en la alimentacion tiene diversos enfoques: se
destaca el enriquecimiento con fibra en productos de panaderia y cereales para desayuno;
retencion de agua (pasteleria, panificacion, embutidos); sustitucion de azucar normal por

fructosa en productos de reposteria , reduciendo asi su contenido calérico; mejoramiento y
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modificacion de la textura o cremosidad de algunos alimentos; sustitucion de grasas en
nata, helados, margarinas, mantequillas, productos carnicos y horneados; enriquecimiento
con fibra dietética en leche, yogurt, bebidas dietéticas y productos de soya; producciéon de
bebidas lacteas funcionales (Figueroa et al., 2006). La inulina comercial (Frutafit) ha sido
empleada como un ingrediente alimenticio con aplicaciones como sustituto de grasas
(Escalante, 2001; Figueroa et al., 2006).

Ademas de la inulina y los FOS, en la actualidad se esta estudiando el metabolismo y
propiedades de otros oligosacaridos: los galactooligosacaridos (GOS). Los GOS son
carbohidratos producidos por la accién de una enzima (beta-galactosidasa) sobre la lactosa.
Estos carbohidratos tampoco sufren digestion luminal ni de membrana, pero son
metabolizados casi en su totalidad en el colon, preferentemente por las bifidobacterias y los
lactobacilos (Holma et al., 2002; Garcia y Velasco, 2007). Este tipo de compuestos estan
presentes en la leche materna y de vaca, e incluyen a oligosacéaridos que contienen N-
acetilglucosamina, productos de la hidrolisis enzimética de proteinas, glicoproteinas. Estos
oligosacaridos transgalactosilados (TOS) han sido producidos comercialmente para ser
incorporados en productos tales como el Oligomate 55® (Esclante, 2001; Figueroa et al.,
2006). Se ha demostrado que los oligosacéaridos prebidticos son capaces de incrementar los
recuentos de bifidobacterias intestinales, asi como causar la reduccién de ciertas bacterias
patégenas (Kolida et al., 2002; Aggett et al., 2003; Soriano y Guarner, 2003; Furrie et al.,
2005; Pavén y Guillan, 2005).

En voluntarios sanos la suplementaciéon de una dieta controlada con 15 g/dia, de
inulina o FOS durante 15 dias, produce un incremento significativo de bifidobacterias en
heces, mientras disminuye la produccién de Bacteroides, Clostridium y Fusobacterium. Al
ingerir inulina, la flora bacteriana no deseable se reduce significativamente, a la vez que
aumenta la flora bifidobacteriana beneficiosa en la zona intestinal. Asi, se estimula el
metabolismo de las bifidobacterias y se aumenta su actividad (Escalante, 2001; Garcia et al.,
2001).

Se ha realizado numerosos estudios clinicos tanto en adultos como en nifios para
analizar el efecto prebiotico de los FOS y GOS. Todos los estudios demostraron que los FOS

y GOS son oligosacaridos prebidticos y tienen el potencial de incrementar la concentracion
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de bifidobacterias en el colon (Rigo et al., 2001; Saavedra y Tschernia, 2002; Moro et al.,
2003; Boehm et al., 2004).

La fibra dietética se define como los polisacaridos vegetales y la lignina, que resisten
a la hidrolisis por las enzimas digestivas del ser humano. De acuerdo a su solubilidad en el
agua, se clasifica en soluble e insoluble (Escudero y Gonzalez, 2006; Garcia y Velasco,
2007). Las fibras solubles son facilmente fermentables, se encuentran fundamentalmente en
frutas, legumbres y cereales como la cebada y la avena, la cebolla etc. Su solubilidad en
agua condiciona la formacion de geles viscosos en el intestino. Se caracterizan por ser
rapidamente degradadas por la microflora anaerobia del colon. Este proceso de fermentacion
depende en gran medida del grado de solubilidad y del tamafio de sus particulas, de manera
gue las fibras mas solubles y mas pequefias tienen mayor grado de fermentacion. Este
proceso da lugar, entre otros productos, a los &cidos grasos de cadena corta (AGCC). Los
efectos fisiol6gicos mas importantes de los AGCC consisten en disminuir el pH intraluminal,
estimular la reabsorcion de agua y sodio, fundamentalmente en el colon ascendente, y
potenciar la absorcion en el colon de cationes divalentes. No obstante, el consumo habitual
de una dieta con excesivo aporte de fibra no esta exento de complicaciones (flatulencia,

distension gastrica, etc.) (Garcia et al., 2002; Garcia y Velasco, 2007).

Otros prebidticos efectivos son los almidones resistentes (AR). Se definen como la
suma del almidén y de los productos procedentes de la degradacion del almidon que no son
digeridos en el intestino delgado de los individuos sanos (Garcia et al., 2002; Garcia y
Velasco, 2007). Estudios hechos con ratas, cerdos y otros animales han demostrado que los
almidones resistentes altos en amilosa incrementan el nimero de las bacterias benéficas y
disminuyen el de las dafiinas en el colon. Especificamente el tipo 2 (AR2) incrementa la
concentracion de bifidobacterias y lactobacilos, mientras que disminuyen las E. coli (Gerdes,
2005).

El alImiddn resistente incrementa la produccion de butirato en el colon. Los estudios
demuestran que el butirato pudiera proteger contra el cancer de colon y es también la fuente
de energia preferida por las células colénicas (Cummings et al., 2001; Gerdes, 2005). De los
tres acidos grasos de cadena corta, el butirato es el que tiene mayor efecto tréfico sobre la

mucosa (Garcia et al., 2002). El efecto trofico de los AGCC se realiza por diferentes
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mecanismos, como aumento del aporte directo de energia, incremento del flujo sanguineo al
colon, aumento en la produccion enzimatica del pancreas exécrino, estimulacion del sistema

nervioso y produccién de enterohormonas (Garcia y Velasco, 2007).

Numerosos trabajos sefialan la posibilidad de que los prebibticos puedan ejercer
acciones favorables, relacionados con el estrefiimiento, diarreas asociadas con infecciones
intestinales, la osteoporosis (al incrementar la biodisponibilidad del calcio), aterosclerosis y
enfermedad cardiovascular (al corregir la dislipidemia y la resistencia insulinica), obesidad,
diabetes mellitus tipo 2 e incluso contra el cancer colorrectal (St-Onge et al, 2000; Scholz-
Ahrens et al., 2001; Andersson et al., 2001; Delzenne y Williams, 2002; Williams y Jackson,
2002; Balcazar-Mufioz et al., 2003; Bongers y van den Heuvel, 2003; Marti et al., 2003;
Silveira et al., 2003; Ros, 2003; Olveira y Gonzalez-Molero, 2007).

Se ha demostrado en experimentacion animal el efecto protector de los prebidticos en
el cancer de colon, por su efecto sobre las bacterias intestinales, su contribucion a la
modulacion de la inmunidad entérica y la proteccidn frente a los efectos de los carcinégenos.
La administracion de una dieta con oligofructosa e inulina disminuyé la incidencia de criptas
aberrantes en el colon distal del raton después de la exposicion a dimetilhidracina y la
incidencia y mortalidad por infecciones entéricas y sistémicas. Se estima que la resistencia a
la infeccion se explicaria como una respuesta inmunoldgica positiva debida al cambio
metabdlico de las bacterias residentes en el intestino inducido por los prebioticos (Wolowski
Pool-Zobel, 2001; Buddington, 2002; Burns y Rowland, 2003; Pavon y Guillan, 2005). Un
efecto similar para la proteccién del desarrollo de criptas aberrantes en el colon de ratas se
demuestra con la administracion de simbidticos, compuestos por una asociacion de
Bifidobacterium longum e inulina (Tojo et al., 2003). La combinacion de prebiodticos con
probiéticos se ha definido como simbidtico, la cual beneficia al huésped mediante el aumento
de la supervivencia e implantacion de los microorganismos vivos de los suplementos
dietéticos en el sistema gastrointestinal (Schrezenmeier y de Vrese, 2001; Olveira y
Gonzélez-Molero, 2007).

Aln estd poco estudiada esta combinacion, que podria aumentar la supervivencia de
las bacterias en su fase de transito intestinal y por tanto, aumentaria su potencialidad para

desarrollar su funcion en el colon. Se ha descrito un efecto sinérgico entre ambos, es decir,
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los prebidticos pueden estimular el crecimiento de cepas especificas y por tanto contribuir a
la instalacién de una microflora bacteriana especifica con efectos beneficiosos para la salud
(Roberfroid, 2000). Un ejemplo de este sinergismo lo constituye la relacion de la cantidad de
fibra dietética en la dieta con la microflora intestinal: una dieta con bajo contenido en fibra
puede producir cambios en la ecologia de la microflora intestinal y una disminucién en la
poblacién de Lactobacillus con aumento de bacteroides capaces de desdoblar los acidos
biliares secundarios en compuestos carcinogénicos, como el deshidronorcoleno y el

metilcolantreno (Cagigas y Blanco, 2002).

La combinacién simbidtica puede mejorar la estabilidad y supervivencia del probiético,
ya que se dispone rapidamente del sustrato especifico para su fermentacién, por lo tanto,
hay una mayor efectividad que la que produce el microorganismo vivo y el prebi6tico por
separado (Figueroa et al., 2006). Algunos posibles simbidticos son la combinacion de
bifidobacterias con FOS y lactobacilos con lactitol (Tojo et al., 2001; Marti, et al., 2003; Tojo
et al., 2003).

La inulina y la oligofructosa unidas a un probiético (Bifidobacterium longum)
administradas a pacientes con colitis ulcerosa mejoraron las manifestaciones clinicas y
redujeron los marcadores inflamatorios de la mucosa intestinal en pacientes con colitis
ulcerosa activa. La combinacion de fructooligosacaridos y bifidobacterias puede contribuir a
la modulacién nutricional de la microbiota intestinal y puede reducir el riesgo de cancer de
colon, hecho que se ha observado en experimentacién animal (Furrie et al., 2005; Pavon y
Guillan, 2005).

Junto al aporte de probidticos, la administracibn de prebiodticos favorece la
multiplicacion de las bifidobacterias y los lactobacilos, que compiten con los receptores de los
patégenos en la mucosa intestinal, favoreciendo por tanto una accién antiinfecciosa (Tojo et
al., 2003).

3.5. Platano

El platano pertenece a un grupo, probablemente de mas de 30 especies conocidas
bajo el nombre cientifico genérico de Musa. En su estado silvestre se distribuyen en el

hébitat boscoso desde Australia y el Pacifico hasta el norte de India (INIBAP, 2001). Es un
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fruto climatérico y, tradicionalmente, su fruto es consumido cuando esta maduro (Bello et al.,
1999). En platanos maduros, el 85% de la masa seca esta constituido por azucares, lo que
les confiere sabor dulce, mientras que en frutos verdes el principal componente es el almidén

(Englyst y Cummings, 1986).

En el Cuadro 9 se observa la composicion de la harina obtenida de diferentes
variedades de platano cultivadas en Brasil, donde el almidén se encuentra presente como el
principal componente; entre el 65.7% y el 76.5% (Mota et al., 2000). Muyonga (2001) obtuvo
harina de Musa cavendishii con 75.90% de almidon, 9.29% de humedad, 1.51% de proteina
cruda, 0.32% de grasa cruda, 0.95% de fibra cruda, 2.69% de cenizas, 9.41% de azUcares
totales y pH de 5.58.

El contenido de almiddn resistente reportado por Lehman et al. (2002) para Musa
acuminata en almidon nativo es de 95.1%, mientras que en almidén retrogradado, el
contenido fue de 84%. Al estudiar la biodisponibilidad del almidén de platano se encontrd
que en la especie Musa paradisiaca este almidén contiene entre 50% y 60% de almidén
resistente (Bello et al., 2000).

Cuadro 9. Composicion proximal de harina de platano de variedades cultivadas en Brasil.

Composicién Prata comum Ouro da mata Nanica Nanicao
(%) (%) (%) (%)
Humedad 5.58 + 0.43 4.69 £ 0.36 6.17 +£0.13 417 + 0.42
Proteinas 2.5+0.02 2.8+0.13 2.8+0.19 26+0.20
Grasas 0.58 + 0.48 0.33+0.35 0.78 +0.51 0.82+0.47
Cenizas 2.8+£0.06 2.6 £0.06 3.5+0.06 3.0+0.06
Almidén 72.4+3.6 65.7+2.8 76.5+2.9 76.1+3.7
Fibra dietética soluble 3.05+0.12 2.10£0.15 2.39 £0.10 2.18 £0.09
Fibra dietética insoluble 74104 6.85+0.2 5.37+0.2 410+0.1

Fuente: Mota et al., 2000.
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3.6. Residuos citricos

La citricultura es una actividad agricola importante en México, especialmente en el
sureste. La superficie sembrada en el pais con naranja es de aproximadamente 346,010 Ha
(INEGI, 2003). Los citricos producidos en México son canalizados hacia el consumo directo o
procesado industrialmente para la produccion de jugos. EI mercado internacional de jugos
citricos ha experimentado un crecimiento continuo durante los ultimos decenios, en gran
parte por la introduccion de importantes innovaciones técnicas y por el desplazamiento en el
comercio internacional hacia los jugos concentrados congelados para su reconversién en

jugos de concentracion natural (Dominguez, 1995).

La naranja es el principal de todos los citricos procesados (80%) seguido de la toronja
(9%), los limones (6%) y las mandarinas (5%). Cuando las frutas citricas se procesan para
obtener jugos, quedan como residuos del 45 al 60% de su peso en forma de cascaras,
hollejos y semillas. Debido al elevado contenido de agua y al caracter perecedero del
residuo, soOlo puede utilizarse rentablemente cerca de la fabrica elaboradora. EI material
fresco es dificil de manipular y fermenta rdpidamente convirtiéndose en un foco de
contaminacion ambiental. La deshidratacion ha sido la forma mas utilizada para su
conservacion y posterior empleo en la alimentaciéon animal. Para llevar a cabo el proceso de
deshidratacién es necesario afiadir un 0.5 % de hidroxido de calcio con el propésito de
eliminar la naturaleza hidrofilica de la pectina, seguido de un prensado para disminuir la
humedad. Por su alto volumen de produccién, su fina textura y por sus propiedades
organolépticos, la harina o harinilla de citricos, constituye un importante material factible de

ser utilizado en las dietas de animales monogastricos (Pérez et al., 1988).

La pulpa de citricos deshidratada debido a su nivel de fibra ha sido utilizada
principalmente en la alimentacion de rumiantes. Sin embargo, existen evidencias de que los
residuos de frutas citricas pueden ser utilizados como fuentes de energia para la

alimentacion de cerdos en la etapa de crecimiento-ceba (Ku et al., 1993).

En general, la pulpa de citricos es deficiente en proteina cruda (rango de 5.5 a 8.1%)
y muestra una elevada desaparicion de la materia seca en el rumen (80% a las 15 h de
incubacién) lo cual sugiere que tiene una elevada fraccion soluble. La pulpa de citricos es un

subproducto con un contenido de fibra cruda bajo (11.0% en base seca) y la digestibilidad de
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la fibra detergente neutro es alta (71.03%). Posee una alta concentracion de &cido aspartico,
acido glutdmico y prolina, pero contiene cantidades marginales de lisina (Ku et al., 1993). En

el Cuadro 10 se muestra un andlisis proximal de pulpa fresca y deshidratada.

La cascara de citricos es una buena fuente de pectinas. Las pectinas comerciales son
galacturonoglicanos con un contenido variable de grupos metil éster, mientras que las
pectinas nativas son moléculas mas complejas encontradas en la pared celular e intracelular
de las plantas. Algunas pectinas son solubles en agua, otros como protopectinas no son
solubles. En la extraccion de pectina se han utilizado muy diferentes acidos, entre los que se

encuentran el sulfarico, clorhidrico, nitrico y citrico (Kim et al., 2000).

Cuadro 10. Andlisis proximal de pulpa de naranja fresca, deshidratada y en harina.

Determinacion Pulpa fresca * Pulpa deshidratada * Harina®

(%) (%) (%)
Materia seca 21.0 89.0 94.2
Proteina cruda 7.6 7.9 6.6
Fibra cruda 17.7 11.2 12.8
Extracto etéreo 4.5 2.0 3.2
Cenizas 4.5 4.9 7.3
Extracto libre de Nitrégeno 65.7 74.0 70.1

Fuente: *Coppo et al., 2002; “Dominguez, 1995; *Dixon, 1977.
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4. METODOLOGIA

4.1. Sistema modelo

4.1.1. Estructura . La Figura 2 muestra un diagrama del modelo del colon. Se construyé con
tres partes principales: 1) sistema de fermentacion, 2) sistema de absorcién y 3) bomba
peristaltica. La Figura 3 muestra el reactor tubular (A) elaborado en vidrio de 5 cm de
diametro interno y 50 cm de longitud, con los extremos esmerilados (Travilab®). Para el
sistema de absorcion se utilizaron dos conductos situados a 10 cm de cada extremo del
reactor tubular, a través de los cuales se circuld una solucién absorbente que simul6 el
proceso de absorcion intestinal. En los extremos del reactor se colocaron dos tapones
esmerilados (Figura 3-B), a los cuales se le anadieron dos entradas externas para suministro
o salida de sustratos y muestreo, asi como una interna para sostén de una membrana de
didlisis. El sistema se mantuvo a 37C en estufa bacteriolégica (New Brunswick G25

incubator, New Brunswick Scientific Co., Edison NJ, USA).

Figura 2. Diagrama del sistema modelo del colon proximal humano: 1) sistema de fermentacion, 2) sistema de
absorcién y 3) bomba peristaltica.
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Figura 3. Tubo de fermentacién central (A) con tapones esmerilados (B) y membrana de dialisis (C).

4.1.2. In6culo. Se utilizaron tres caldos de cultivo para la propagacién in vitro de microflora
fecal: caldo de soya tripticaseina (TSB, Difco), caldo infusion de cerebro y corazén (BHI,
Bioxon) y caldo tioglicolato (CT, Difco). Se prepard una solucién fecal (SF) al 20% con agua
destilada estéril y se filtré a través de gasa estéril para eliminar residuos alimentarios. Las
heces se obtuvieron de tres adultos sanos, sin trastornos gastrointestinales, y sin consumo
de antibidticos tres meses previos a la donacion de la muestra fecal (Macfarlane, 1998). Se
inocularon 10.0 ml de solucion fecal en 100.0 ml de cada caldo de cultivo. Se incubaron a
37°C durante 24 h en aerobiosis, sin agitacién. Se centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 min
a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 1.0 ml del caldo
correspondiente adicionado con glicerol al 20% (Booher et al.,, 2002). Se congel6 para
utilizarse como indculo fuente. Para propagar el nuevo in6culo se descongeld el in6culo
fuente a temperatura de refrigeracion; se adicionaron 100 pl a 10.0 ml del caldo
correspondiente. Se incubaron a 37° C durante 24 h, sin agitacion. Se centrifugaron y

congelaron a las condiciones descritas en el parrafo anterior. Se evalu6 durante un afio la
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resistencia de los microorganismos a la congelacion. Se cuantificaron bacterias aerobias y
anaerobias en los tres caldos y en solucion fecal al 20% como referencia, asi como acidos

grasos de cadena corta (acético, propionico y butirico).
4.1.3. Absorciéon. Para simular la absorcion se evaluaron dos soluciones:

a) Solucion 1. Solucion salina a diferentes concentraciones de NacCl 8.5 g/l, 17.0 g/l
25.5g/l, 34.0 g/l y 42.5 g/l.

b) Solucién 2. Solucién compuesta por 26.25 g/l de polietilenglicol 4000 (Fluka, EC
no. 2034733, Sigma Aldrich, Switzerland), 0.36 g/I de bicarbonato de sodio (J. T. Baker,
3506-20, México) y 0.7 g/l de cloruro de sodio (J. T. Baker, México).

Para las dos soluciones se evaluaron dos condiciones de pH (7.0 y 9.5) y dos
velocidades de introduccion de la solucién al modelo (1.8 ml/min y 3.6 ml/min). Se utiliz6 una
membrana de dialisis tubular de 33 mm de diametro (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) y
tamafio de poro de 12,000 Da (Figura 2-C).

4.1.4. Condiciones de fermentacion. El sistema modelo se mantuvo a 37°C en una estufa
de incubacion aerobia, con puerta de abertura horizontal (New Brunswick Scientific, USA),
como parte de uno de los requerimientos para reproducir los patrones de fermentacion del
colon proximal. Ademas, se evaluaron tres posiciones del biofermentador: horizontal, vertical
e inclinado a 45°

4.1.5. Alimentacién. Se evaluaron tres formulaciones de alimentos:

a) Alimento 1. Formulada por croquetas para perros (Best Choice, Malta Cleyton,
Estados Unidos).

b) Alimento 2. Elaborado de pan blanco (Bimbo, México) y atun (Nair, México).

c) Alimento 3. Compuesto por carbohidratos (Mega Mass, complemento nutricional
para deportistas, Goleen Harvest, México), proteinas (Albumina de huevo, ProwWinner Pronat,

México), fibra (Fibra de trigo, Los Volcanes, México) y almidon (Almidén de trigo Selecta,
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México). Los alimentos fueron elaborados a dos niveles de pH (5.5 y 8.0) y dos porcentajes
de humedad (85 y 90%).

Cuadro 11. Composicién proximal de las formulaciones evaluadas como sustrato para el modelo.

Composicién Alimento 1 Alimento 2 Alimento 3
(%) (%) (%)
Carbohidratos 43 49 64
Fibra 4 ND 3
Almidén ND ND 3
Proteinas 21 35 35
Grasa 9 6.4 1

ND: No determinado.

El alimento se introdujo en la membrana de didlisis para su fermentacion. Al inicio del
proceso se adicionaron 150 g de alimento junto con el inéculo fecal, mediante una bomba
peristaltica (Masterflex, Cole-Parmer Instuments Company, Vernon Hills, IL USA) a una
velocidad de 5.0 g/min. En las alimentaciones sucesivas, solamente se adicionaron 100 g de
alimento sin indculo fecal. Se evaluaron dos tipos de alimentacion: una vez al dia y tres
veces al dia, simulando una alimentacion tipica. Para evaluar la sensibilidad del modelo a
cambios inducidos en la microflora se adicionaron 3.0 g de inulina (Sigma) al dia; 1.0 g en

cada alimentacion.

4.2. Almidoén de platano

Se utilizaron frutos de platano cuadrado (Musa balbisiana Colla) colectados en
plantaciones localizadas en Tabasco, México, con grado de madurez tipo |, que corresponde
aproximadamente a 80 dias después de la polinizacion. Se elaboré harina a partir de frutos
sin cascara cortados en rodajas de aproximadamente 1-2 mm de grosor, se seco en estufa a
55°C durante 24 h. Se moli6 (Ciclotek) y tamiz6é en malla 80 (Mota et al., 2000). Se extrajo el
almidon nativo utilizando una solucién de bisulfito de sodio (Sigma C-4208) al 1% en relacion
10:1 con la harina. Se agité durante una hora con agitador magnético (Caframo) a 400 rpm.

Se tamiz6 en malla 80 y 100. El producto tamizado se mantuvo en reposo durante una horay
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se eliminod el sobrenadante por sifoneo. Se realizaron tres lavados a relacién 1:3 con agua

destilada y se sec6 a 55T por 24 h; se molié y tam iz6 en malla 80 (De la Torre, 2004).

4.2.1. Almidon resistente tipo Il de pldtano . Para obtener este tipo de almiddn resistente
se agregaron 18 g de almiddén nativo de platano a 150 ml de solucion amortiguadora de
fosfato a pH 6.9 conteniendo 14 mg de enzima a-amilasa (Sigma). Se incubé a 37T durante
18 h, realizandose tres lavados al término de la incubacion. Se repitié la incubacion a
condiciones semejantes a las anteriores durante 4 h. Se realizaron tres lavados, se secé a
55¢C, se moli6 y tamiz6é en malla 80 (Martin et al., 1998).

4.2.2. Almidén resistente tipo Il de platano.  Se obtuvo a partir de una solucién de almidén
nativo de platano al 20% y sometida al autoclave durante 30 min a 121C. Se mantuvo a
temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente se sec6 a 55C, se molié y tamizé en
malla 80. El tratamiento enzimético se realizé de igual manera que para el almiddn resistente
tipo Il (Lehman et al., 2002; Martin et al., 1998).

4.3. Fibra de naranja

Se utilizaron residuos de naranja dulce (Citrus sinensis) provenientes de expendios
de jugos de la ciudad de Mérida, Yucatan, México. A los residuos sin jugo se les eliminoé el

flavedo y las semillas manualmente.

4.3.1. Harina de fibra de naranja . Los residuos fibrosos desflavelados se cortaron en
cuadros de 0.5 cm aproximadamente y se secaron a 55T en estufa durante 12 h.
Posteriormente se molieron en molino Ciclotek, se tamizaron en malla 80 y se almacenaron

en recipientes de plastico cerrados (Quijano, 1995).

4.3.2. Pectina . La extraccidén de pectina se realizé calentando a 95°C 25 g de harina de fibra
de naranja en 3.0 | de agua a pH 2 (HCI 1.0 N) durante 90 min. Se mantuvo en reposo por 30
min y se filtr6 en tela de nylon de malla 200. La pectina se precipité con 1.5 volumenes de
etanol de 96° se filtré y sec6 a 55°C durante 24 h (Camejo et al., 1996).
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4.4, Evaluacion de almidoén y fibra en el modelo

Se evalud el efecto en la microflora intestinal al adicionar 3 g/dia de almidén
resistente I, almidén resistente lll, harina de naranja y pectina empleando el modelo de
colon proximal desarrollado en este trabajo. Se utilizdé inulina y harina de trigo como

referencias. El modelo se utilizo con las siguientes condiciones:

a) Alimentacion. Todos los ensayos fueron realizados con el alimento 3 a pH 8 y 90%

de humedad.
b) Sistema de absorcion. Se utilizo la solucion 2 a pH de 9.5 y flujo de 1.8 ml/min.

Al inicio de la fermentacion se introdujo en el biorreactor el alimento y el in6culo fecal
sin sustrato a evaluar. A las 6, 12 y 18 h, se agreg6 1.0 g de sustrato junto con el alimento.

En el muestreo de 24 y 30 h no se agregd alimentacion ni sustrato a evaluar.
4.5. Técnicas analiticas.

4.5.1. Andlisis fisicoquimicos . Para medir el pH de los almidones y las harinas se pesaron
10 g de muestra y se disolvieron en 100 ml de agua libre de CO, a 25T (AACC, 1990). Los
analisis proximales se realizaron empleando métodos de la AOAC (1997). La humedad
(método 925.09) se determiné empleando crisoles a peso constante: se pes6 1.0 g de
muestra y se mantuvo a 130T durante 4 h. Para lo o btencion de cenizas (método 923.03) se
calcind la muestra en mufla a 450C durante 5 h. La cuantificacién de nitrogeno (método
954.01) se realizo por el método Kjeldahl (Tecator, Sweden) consistiendo en una digestion
acida de la muestra y luego una destilacion alcalina; se utilizé el factor 6.25 para la
conversion del nitrégeno a proteina. El extracto etéreo (método 920.39) se determino
realizando extracciones con hexano empleando 1.0 g de muestra en equipo Soxhtec®
(Tecator, Sweden). La fibra cruda (método 962.09) se calcul6 después de su digestion acida
y alcalina en un sistema Fibertec (Tecator, Sweden). El extracto libre de nitrogeno (E.L.N.) se

obtuvo por diferencia del resto de los componentes.

Los analisis quimicos comprendieron la determinacion de almidén total (Tovar et al.,

1990) y almiddn resistente (Gofii et al., 1996) para los que se utilizaron métodos enzimaticos.
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La cuantificacion de fibra dietética total se realiz6 por el método de Prosky et al. (1998) y

fibra dietética soluble e insoluble, por métodos enzimaticos de la AOAC (1997).

4.5.2. Recuento microbiano. Para evaluar el proceso de fermentacion en el sistema modelo
se cuantificaron los microorganismos que se muestran en el Cuadro 12. El crecimiento se
evalub empleando un método modificado de siembra en superficie (Corona y Jiménez,
2004), se depositaron 5 pl de cada dilucion (hasta 10"% en una caja de Petri con agar
selectivo para cada microorganismo. Para obtener el nUmero de unidades formadoras de
colonia por mililitro (UFC/mI) se contaron las colonias de la dilucién mayor y se multiplicé por
200 (para obtener 1 ml) y por el inverso de la dilucion. Los aerobios se incubaron 24 h a 37°C
y los anaerobios, 48 h a 37°C en jarra con sistema BBL (GasPack, Merck) generador de gas

anaerobio.

Cuadro 12. Medios de cultivo empleados para cada grupo de microorganismos evaluados.

Microorganismos Medio de cultivo Marca
Aerobios totales Agar nutritivo Dibico
Enterobacterias Agar MacConkey Bioxon
Coliformes Agar de bilis y rojo violeta Dibico
Lactococos Agar M-17 Oxoid
Enterococos Agar sangre con azida Bioxon
Anaerobios totales Agar anaerobio Difco
Anaerobios facultativos Agar nutritivo Dibico
Lactobacilos Agar Rogosa Difco
Bifidobacterias Agar de Beerens Preparado1
Clostridios Agar Clostridium Fluka
Bacteroides Agar sangre nemocina anaerobio Remel

lPreparado en el laboratorio de acuerdo a Beerens (1990), modificado por Beerens (1991).

4.5.3. Cuantificacion de acidos grasos de cadena co rta. Se analizaron tres acidos de
cadena corta (AGCC): acido acético, propiénico y butirico, en cromatégrafo de gases
(Hewlett Packard 5890 series II) equipado con columna capilar AT-1000 y detector de

ionizaciéon de flama a una temperatura del horno de 120°C, temperatura de inyector de 130°C
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y temperatura del detector de 150°C. La concentracion de los &cidos grasos fue calculada
usando estandar externo. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 5 minutos
a 4°C; 950 ul del sobrenadante y 50 ul de acido clorhidrico al 50% fueron colocados en tubo
Eppendorf; después de ser homogenizados se centrifugaron durante 10 min a 10000 rpm a

4°C. El sobrenadante fue congelado hasta ser analizado.
4.6. Andlisis estadistico

Los resultados fueron presentados como media + desviacion estandar. Los ensayos
en el modelo fueron realizadas por duplicado y las determinaciones analiticas, por triplicado..
La concentracion de bacterias por ml de muestra fue convertida a logaritmo en base 10 y
analizada por procedimientos de ANOVA del programa estadistico de cOmputo Statgraphics
Plus version 6.1. Las diferencias entre las medias fueron considerados estadisticamente
diferentes a una probabilidad de P<0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. In6culo fecal

Se evaluaron diferentes medios de cultivo para obtener biomasa fecal para emplearse
como indculo. El Cuadro 13 muestra la concentracion bacteriana de los cultivos a las 24 h.
En caldo soya tripticaseina (TSB) y caldo de cerebro y corazon (BHI) se logré el crecimiento
de todos los principales microorganismos fecales, mientras que en caldo tioglicolato (CT) no
se obtuvo crecimiento de coliformes ni enterobacterias. En BHI se obtuvo la méxima
concentracion de mesodfilos aerdbicos, enterobacterias, coliformes, lactococos, enterococos,
anaerobios totales, anaerobios facultativos, clostridios y bacteroides mientras que en CT,
lactobacilos y bifidobacterias. La concentracion de bifidobacterias, bacteroides y lactobacilos

en solucion fecal (SF) fue menor que en los cultivos.

Cuadro 13. Concentracion bacteriana en caldos a las 24 h de cultivo y solucion fecal.

. _ TSB CT BHI SF
Microorganismos (Logio UFC/ml) (Logio UFC/mI) (Logio UFC/ml) (Logio UFC/ml)
Mesodfilos aerobios 8.73 +0.85° 7.11+0.14° 9.19 +0.16" 7.25+0.49"
Enterobacterias 6.07 + 0.80° 0° 8.60 + 0.10° 7.20 £ 0.57°
Coliformes 5.93 + 0.65° 0° 8.60 + 0.15° 7.05 £ 0.35°
Lactococos 8.43+0.32% 6.93 +0.14° 9.25+0.07° 7.95 £ 0.49%°
Enterococos 8.60 + 0.26° 7.24+0.21° 8.69 +0.13? 7.00 +0.14°
Anaerobios totales 9.07 + 0.40° 6.76 + 0.49" 9.54 + 0.34° 7.45 +0.49°
Anaerobios facultativos  8.13 + 0.76% 3.97 + 0.56° 8.80 + 0.28% 6.30 +1.41%
Lactobacilos 7.00 + 0.26° 7.24+0.21° 6.95 + 0.07° 5.30 +0.00"
Bifidobacterias 6.83 +£0.21° 7.21+£0.19% 7.14 £0.08° 415+0.21°
Clostridios 7.30 +0.30° 7.24+0.21° 8.45+0.21° 7.10 £ 0.28°
Bacteroides 7.81+0.34% 7.13 +0.14° 8.10+0.28" 5.10 + 0.20°

Letras diferentes en la misma linea presentaron diferencia estadistica significativa (P<0.05)

En la Figura 4 se observa el crecimiento en TSB y BHI de los grupos bacterianos a
las O, 6, 12, 18 y 24 h en cultivo por lote. Fue notorio que en las primeras 6 h se obtuvo el

mayor crecimiento de todos los grupos microbianos en ambos cultivos. Después de alcanzar
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la maxima concentracion, en ambos caldos se mantuvo constante la poblacion bacteriana
hasta las 24 h.
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Figura 4. Crecimiento de bacterias fecales en cultivo por lote durante 24 h.

La microflora fecal es una comunidad compleja debido a las relaciones metabdlicas
entre sus grupos microbianos (Guarner, 2002). Con el empleo de medios comerciales como
TSB y BHI fue posible propagar la microflora de esta comunidad. Estos caldos se han
empleado para el cultivo de diversos microorganismos, incluyendo algunos de dificil
crecimiento como Brucella abortus (Leyan et al., 2005), Vibrio parahaemolyticus (Magallanes
et al., 2003) asi como anaerobios facultativos y hongos (Zamora et al., 2006). Ademas, han
sido utilizados como medio base en estudios relacionados con la flora intestinal humana
(Miyake et al., 1997) y animal (Feder et al., 2001).

En heces se han identificado diferentes grupos bacterianos empleando medios de

cultivo tradicionales. Se han aislado bacterias como Escherichia coli (Macias et al., 2002),
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Enterococcus (Cheng-Tang et al.,, 1998), Clostridium perfringens (Lederman et al., 2004)
Bacteroides, Bifidobacterium y Lactobacillus (Cheng-Tang et al, 1998). Estos
microorganismos han sido aislados en medios de cultivo selectivos y en condiciones
adecuadas para el crecimiento del cultivo puro. Aunque el cultivo realizado en TSB y BHI fue
mixto, no se presentd inhibicion entre grupos microbianos. Los valores obtenidos se
encuentran dentro de los rangos encontrados en adultos tanto para anaerobios como
bifidobacterias (10-11 Log;, UFC/g), lactobacilos (7-9 Log,;oc UFC/g), clostridios (6-10 Logio
UFC/g) y bacteroides (10-11 Log,;o UFC/g), asi como para aerobios: enterococos (5-7 Logio
UFC/g) y enterobacterias (6-8 Log;o UFC/g) (Ouwehand et al., 2002; Lenoir-Wijnkoop y
Hopkins, 2003). No obstante, la concentracion de los microorganismos anaerobios en los
caldos de cultivo fue significativamente mayor que la encontrada en la solucién fecal de la
cual procedieron. Estos resultados pueden explicarse en razon de que la solucién fecal fue
sometida a transporte y manipulacién antes de ser evaluada, mientras que en los cultivos,

dicha manipulacion fue minima.

Debido a las condiciones de anaerobiosis en el tracto intestinal, se incluy6 el caldo
tioglicolato, disefiado para el estudio de microorganismos anaerobios (Alcamo, 2001), pero
no se obtuvo crecimiento de enterobacterias y coliformes. Esta inhibicion pudo deberse a la
presencia de acido tioglicélico en este medio de cultivo, ya que se ha reportado su efecto

inhibidor en algunas bacterias (Sutton et al., 2002; Murata, 2006).

Para el caso particular de bifidobacteria, se han reportado concentraciones de 10
Logio UFC/g vy 11 Logio UFC/g en heces (Wang et al., 2005; Priebe et al., 2002; Lenoir-
Wijnkoop y Hopkins, 2003). No obstante, los valores obtenidos en los cultivos evaluados se
encuentran por debajo de estos rangos. Estos resultados se pueden deber a la baja
concentracion de este microorganismo en las heces de los donantes. De igual manera, la

manipulacién fue un factor que pudo haber afectado su concentracion.

El efecto del tiempo de almacenamiento en congelacién se muestra en la Figura 5. A
los seis meses de almacenamiento no se encontré diferencia significativa (P>0.05) entre la
concentracion inicial y final de los grupos bacterianos. Sin embargo, a los 12 meses, se
encontré una marcada disminucion en la concentracion de todos los grupos; especialmente

en enterobacterias, donde la concentracion fue de menos de 2.0 log;, UFC/ml y en
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bifidobacterias, las cuales no fueron detectadas al afio de almacenamiento. La conservacién
en congelacién empleando glicerina como crioprotector es un método sencillo y econémico
para la conservacion de cepas bacterianas. No obstante de acuerdo a los resultados, este

proceso sélo puede aplicarse por corto tiempo.
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Figura 5. Efecto de la congelacion en la concentracion bacteriana.

El glicerol adicionado a la microflora propagada permiti6 mantenerla en congelacién
durante seis meses, sin que alguno de los grupos presentara diferencia significativa en la
concentracion. El glicerol ha sido empleado en la conservacién de células como bacterias
(Valdez et al., 1983; Crespo et al., 2000; Zamora et al., 2006) y glébulos rojos en congelacién
(Valeri et al., 2000). Existen reportes de que en heces congeladas, algunos grupos como los
anaerobios totales y bifidobacteria disminuyen su concentracion significativamente (Guérin-

Danan et al., 1999). Es importante sefialar que la sencillez de la técnica, la disponibilidad
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inmediata de la microflora asi como las mejores condiciones de manejo hacen de este

método una buena opcién para la conservacion de cultivos mixtos durante seis meses.

Entre los productos principales de las heces se encuentran los acidos grasos de
cadena corta identificados como acético, propionico y butirico. Las concentraciones de estos
acidos en los cultivos de biomasa fecal se muestran en el Cuadro 14. No se encontraron
diferencias estadisticas en la concentracion del 4cido acético y propidnico por efecto de TSB,
BHI y SF, pero si en el acido butirico. La concentracion de acido butirico fue menor en TSB y
BHI que en la solucién fecal. Este resultado puede ser explicado debido a la ausencia de
algun nutriente que estimule la produccion de este acido en particular o de alguna bacteria

productora de este metabolito.

Cuadro 14. Concentracion de acidos grasos de cadena corta en TSB, BHI y la solucién fecal a las 24 h de cultivo.

Acidos grasos TSB BHI SF

De cadena corta (mmol/ml) (mmol/ml) (mmol/ml)
Acético 10.47 +0.49° 11.74 +0.15° 9.98 + 0.63%
Propiénico 1.67 £0.01° 1.72 +0.01° 2.49 +0.42°
Butirico 0.07 +0.04* 0* 2.18 +0.06"

Letras diferentes en la misma linea presentaron diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Una de las funciones principales de la flora intestinal es la fermentacién de los
sustratos de la dieta no digeribles y del moco producido por el epitelio. La fermentacién de
carbohidratos da lugar a la formacién de acidos grasos de cadena corta, entre los que se
encuentran principalmente los &cidos acético, propiénico y butirico (Guarner, 2002). La
concentracion de acido butirico estuvo por debajo de la obtenida en la solucion fecal, este
resultado puede estar relacionado con la viabilidad de los microorganismos productores de
este acido graso de cadena corta probablemente debido a que su produccién esta
relacionada con la fermentacion de algin microorganismo. Se ha reportado que
Eubacterium, peptococos y clostridios como microorganismos productores de butirato
(Cummings y MacFarlane, 1991), los cuales son microorganismos anaerobios, por lo que su

crecimiento en los medios de cultivo pudo estar limitado.
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5.2. Sistema modelo

5.2.1. Sistema de absorcion. El modelo desarrollado en este trabajo fue disefiado para
reproducir las condiciones de fermentacién y absorcién del colon proximal humano. Es un
sistema de fermentacién continuo dentro de una membrana de dialisis que permite eliminar
el producto de la fermentacion por medio de la absorcidon simulada por una corriente de
solucion absorbente. En este sistema modelo, se evalud la composicion, pH y humedad
adecuadas del alimento suministrado con la finalidad de obtener concentraciones
bacterianas similares a las presentes en el colon proximal. La funcién principal de la flora
colonica es la fermentacion de sustratos no digeridos en el intestino delgado, sin embargo, el
balance microbiano en este sitio determina las sustancias que pueden ser convertidas en
compuestos benéficos o no para el huésped (Guarner, 2002; Percival, 1997). Con la finalidad
de que se produzcan los patrones de fermentacion del tipo adecuado, se debe mantener
dentro del colon las condiciones que promueven el crecimiento y los patrones metabdlicos
favorables para la mayoria de las bacterias benéficas y otros microorganismos. La
alimentacion de sustratos asi como la adecuada eliminacion de los desechos son basicas
para mantener las condiciones favorables de fermentacion en el intestino grueso humano
(Herdt, 1981). El contenido del intestino grueso a nivel del ciego es practicamente liquido,
mientras que debido a la absorcion del agua, en el colon descendente y el sigmoides, el

contenido posee ya la consistencia caracteristicas de las heces (Escuredo et al., 1995).

En el intestino grueso humano se producen diversas sustancias provenientes de la
actividad metabdlica de los grupos bacterianos ahi presentes, sin embargo, la eliminacién
adecuada de dichos metabolitos hace posible que no ocurra retroinhibicion por la
acumulacion de productos. En este sistema modelo, se propuso simular la absorcion como
una manera de eliminar los metabolitos producidos, con la finalidad de mejorar el proceso de
fermentacion y no inhibir la formacién de compuestos debido a cambios como pH en el
sistema debido a los metabolitos acumulados. Por otra parte, en los sistemas de cultivo
simuladores reportados se cuantifica el total de metabolitos producidos, sin tomar en cuenta
gue en el ser humano, una parte se absorbe en el torrente sanguineo. Para simular dicha
absorcion se probaron dos soluciones, una solucion salina a diferentes concentraciones y
otra compuesta por polietilenglicol, bicarbonato de sodio y cloruro de sodio. Para evaluar la

capacidad de absorcién de las soluciones se midi6 la pérdida de peso de un alimento
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contenido en una membrana de diélisis. Con la solucion de cloruro de sodio adn a la mayor
concentracion no se observo pérdida de peso del alimento, sino que por el contrario, hubo
entrada de la solucién salina al interior de la membrana de didlisis. En cambio, con la
solucion de polietilenglicol, bicarbonato de sodio y cloruro de sodio, se observé una pérdida
de peso del alimento de 23.1 + 0.15% en 24 h, por lo que se selecciond esta solucion para

emplearla en la simulacion de la absorcion intestinal.

Se encontré que el pH de la solucién absorbente estuvo directamente relacionado con
el pH del alimento fermentado dentro de la membrana de didlisis. Al emplear solucion de
polietilenglicol con pH de 5.5, los valores de pH del alimento fermentado estuvieron bajos,
cercanos a pH 3.5; sin embargo, al elevar el pH de la solucién a 9.5, se obtuvieron valores

de pH en el alimento cercanos a los reportados para el colon proximal.

El polietilenglicol es ampliamente utilizado en la preparacién para colonoscopias
(Forero et al., 2005); es un surfactante no idénico que ha sido utilizado en formulaciones para
uso parenteral y ha demostrado no ser toxico (Thakkar y Murthy, 2005), hidrosoluble y de
gran tolerancia fisiolégica (Bosca et al., 2002). Las preparaciones del colon con
polietilenglicol para colonoscopias diagndésticas, proporcionan resultados de limpieza
colonica eficientes, siendo un medicamento seguro, confiable y bien tolerado (Forero et al.,
2005). La no aparicién de efectos adversos para la solucién de PEG ha sido reportada por
varios autores, quienes han valorado como muy buena la aceptacion de esta por los
pacientes, recomendandola especialmente para los pacientes ancianos (Vasallo et al., 2002).
Para el modelo, era importante emplear una solucién con capacidad de absorber a través de
la membrana de dialisis pero sin que resultara téxica para los microorganismos; esta solucion

ha sido empleada con éxito en humanos, por lo que su inocuidad estuvo garantizada.

Se evaluaron dos velocidades de alimentacion del PEG: 1.8 mi/min y 3.6 ml/min; sin
embargo, no se obtuvo diferencia en el crecimiento microbiano ni en la concentracion de los
acidos grasos de cadena corta. Los experimentos se realizaron a la menor velocidad (1.8
ml/min) para manejar un menor volumen de solucion de PEG. Con el uso de PEG se
obtuvieron concentraciones de algunos grupos de microorganismos anaerobios y anaerobios
facultativos semejantes a las reportadas para la region del colon proximal humano
(Cummings y Macfarlane, 1991).
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5.2.2. Condiciones del modelo. En el ser humano, el alimento procedente del intestino
delgado ingresa al colon proximal a través de la region del ciego, y el llenado de éste se lleva
a cabo de abajo hacia arriba; en el modelo se evalud este tipo de alimentacion para el tubo
central de fermentacion colocandolo en posicidn vertical y alimentandolo desde el extremo
inferior. Con este proceso se obtuvo un llenado excesivo de la membrana de didlisis
ocasionando desgarres de la membrana, por lo que se evalud el llenado de la membrana en
posicion horizontal; en esta posicién aumenté la durabilidad de la membrana, sin embargo, el
alimento suministrado, al igual que el in6culo, no permanecia dentro de la membrana, sino
que escapaba por el extremo opuesto al de alimentacién, Debido a lo anterior se evalué una
posicion intermedia: se mantuvo el tubo de fermentacidn en posicion inclinada (Figura 1); con
esto, se aumentod la durabilidad de la membrana, y al realizar el llenado en la parte inferior,
se evitd que el contenido dentro de la membrana saliera por el extremo superior. También se
evitd la obstruccion de los conductos de salida para los gases generados durante la

fermentacion.

5.2.3. Formulacién del alimento. El alimento utilizado para simular el contenido colénico del
modelo se disefidé de acuerdo a la cantidad y al tipo de alimento que ingresa al colon. La
cantidad total de material que entra diariamente al colon es de aproximadamente 60 g de
sélidos (Macfarlane y Cummings, 1991), siendo los nutrientes principales los carbohidratos y

las proteinas (Garcia et al., 2002; Guarner, 2002).

En los alimentos evaluados, la mayor concentracion de carbohidratos (70%) y
proteinas (35%) se obtuvo con el alimento 3, mientras que el valor minimo se obtuvo con el
alimento 1, formulado a base de croquetas (carbohidratos, 47% y proteinas, 21%). Es
importante la proporcién de carbohidratos y proteinas ya que el colon proximal es una regién
rica en nutrientes, principalmente carbohidratos no digeribles (Christensen, 1985) y proteinas
gue escapan a la digestion en el intestino delgado (Cummings, 1997; Garcia et al., 2002,

Guarner y Malagelada, 2003).

El alto contenido de grasa en el alimento 1 (4.6%) y el alimento 2 (9.0%) representd
una dificultad al momento de procesar las muestras para la cuantificacion de acidos grasos
de cadena corta debido a la formacion de una doble capa lipidos-agua. Debido al alto

contenido de grasa, asi como a la ausencia de crecimiento de enterobacterias y coliformes
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se decidi6 eliminar los alimentos 2 y 3, por lo que los ensayos siguientes se realizaron
solamente con el alimento 3, compuesto por carbohidratos (Mega Mass) proteinas (Pronat),
fibra (Los Volcanes) y almidén (Selecta).

En el alimento 3 se evaluaron dos humedades: 85% y 90%; con la humedad de 90%
se obtuvo un mejor manejo, tanto en el paso por los diferentes conductos como para la toma
de muestras, ya que el alimento fermentado se mantuvo en forma semiliquida. La Figura 6
muestra el crecimiento bacteriano al utilizar el alimento a pH 8.0 y humedad de 90% vy la
solucion absorbente a pH de 9.5. Entre las 0 h y las 6 h se obtuvo un aumento en el
crecimiento de todas las bacterias, seguido de una tendencia a disminuir alrededor de las 18
y 24 h. Los microorganismos con mayor concentracion fueron los mesdéfilos aerobios (8.59 +
0.09 log;o UFC/mI), anaerobios facultativos (8.54 + 0.06 log;o UFC/ml) y lactococos (8.54 +
0.05 logip UFC/ml).
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Figura 6. Crecimiento de los diversos grupos microbianos en el modelo de colon durante 48 h de fermentacion.
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Los resultados obtenidos con este modelo se muestran en la columna C del Cuadro
15, donde se observan valores intermedios entre los reportados por Macfarlane et al. (1998)
y Van der Werf y Venema (2001), los cuales sirvieron como base para validar sus propios
modelos del colon humano. Marteau et al. (2001) encontraron que E. coli y Lactobacillus,
ambos anaerobios facultativos, son los microorganismos predominantes en la regién del
ciego, al igual que Metges (2000), quien menciona que Lactobacillus, Bifidobacterium vy
Escherichia coli son las especies que pueden encontrarse adheridas en el ileum terminal y

ciego; esto explica el valor de 9.2 Log,, UFC/mI obtenido para lactobacilos en este modelo.

Cuadro 15. Cuentas microbianas del colon proximal obtenidas por Macfarlane (A), Van der Werf (B) y en este
estudio (C).

Bacterias A B C
(Logio UFC/g) (Logio UFC/g) (Logio UFC/g)

Anaerobios totales 10.4 NR 9.0
Anaerobios facultativos 8.7 NR 8.1
Bifidobacterias 10.1 9-10 8.3
Bacteroides 10.1 9-10 8.2
Clostridios 8.5 4-5 6.8
Enterococos 8.6 5-6 8.3
Coliformes 8.5 4-6 6.0
Lactobacilos NR 5-7 9.2

NR = No reportado

5.2.4. Frecuencia de alimentacion. La Figura 7 muestra el efecto de dos frecuencias de
alimentacion en el crecimiento microbiano durante 48 de fermentacion en el modelo. Con la

alimentacion de una vez al dia se obtuvo menor crecimiento en todos los grupos bacterianos.
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Figura 7. Efecto de la frecuencia de alimentacion del modelo en la microflora.

La Figura 8 muestra la concentracion de acidos grasos de cadena corta producida
durante la fermentacion en el modelo, dentro y fuera de la membrana. La concentracion de
los &cidos acético y propiénico mostré patrones muy similares de produccién; cuando el
modelo se alimenté una vez, la produccion de ambos &cidos fue mayor que cuando el
modelo se aliment6 tres veces. Sin embargo, con el acido butirico, se present6é la mayor
produccion cuando el modelo se alimenté tres veces al dia. La produccién total de acidos
grasos de cadena corta fue mayor cuando se aliment6é el modelo una vez al dia (173.85

mmol/ml), que cuando se alimenté tres veces al dia (117.28 mmol/ml).
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Figura 8. Concentracion de AGCC en el modelo alimentado una vez y tres veces al dia.

La frecuencia de la alimentacion mostré una relacion directa con el crecimiento
microbiano, y una relacion inversa en la produccion de acidos acético y propiénico. La
frecuencia de la alimentacion también se ha relacionado con otros aspectos fisioldgicos
humanos. La concentracion de colesterol total y colesterol LDL (colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad) esta relacionado con la frecuencia de alimentacion; se ha
encontrado que una alimentacion al dia favorece el aumento de colesterol total y el colesterol
LDL en la sangre, mientras que su concentracion disminuye al aumentar la frecuencia de

alimentacion de dos a seis veces al dia (Titan et al., 2001). El nivel elevado de colesterol LDL
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esta relacionado con enfermedad coronaria, arteriosclerosis, lesion endotelial y formacion de
radicales libres (Minguez, 2004). Tseng et al. (2000) encontraron que al aumentar la
frecuencia de la alimentacion a mas de tres veces al dia se reducen los efectos de la
diabetes, sin embargo, en el caso del céncer de colon, los resultados no fueron
concluyentes. Wei et al. (2004) encontraron una correlacion directa entre la disminucion de la
frecuencia de las comidas y la disminucién del riesgo de céncer en hombres, no entre
mujeres; esta correlacion se establecio por la cantidad de acidos biliares en hombres con
una ingesta mayor de ocho veces al dia. Coates et al. (2002) reportaron no haber encontrado
relacién entre el nimero de veces que se come durante el dia y cAncer en mujeres, mientras

gue en hombre, comer mas de tres veces no aumenté el riesgo de contraer cancer.

En cerdos, Rérart et al. (1987) compararon el efecto de alimentarlos una y dos veces
al dia, empleando una dieta compuesta por 17.0% de proteinas, 3.92% de grasa y 6.2% de
fibra cruda. EIl principal &cido graso volatil fue el acético, seguido del propiénico. No se
observo diferencia en la concentracion de &cidos grasos volatiles en los dos tipos de

alimentacion.

El &cido butirico y el butirato presentes en la luz del colon tras la digestion de, por
ejemplo, alimentos ricos en fibra, regulan la diferenciacion de las células mucosas del
intestino grueso e inducen la apoptosis, que es importante para controlar la inflamacion y
evitar la aparicion del cancer (Martin et al., 2000; Pefia, 2007). En un estudio realizado por
Stote et al. (2007) se encontré que cuando se consume alimentos una vez al dia, hay un
aumento significativo en el hambre, reduccidén en la grasa magra, aumento de la presiéon
arterial, aumento de la concentracion del colesterol total y colesterol LDL, y una disminucién

en las concentraciones de cortisol.

Los AGCC son producidos por los microorganismos de la flora colénica. Son
producidos en el colon, se absorben facilmente y se metabolizan en el higado y los tejidos
musculares, donde producen energia para el cuerpo humano. Las células de la mucosa
colonica consumen principalmente acido butirico, un tipo de acido graso de cadena corta,
una fuente principal de energia. Una deficiencia en acido butirico conduce a un mal
funcionamiento del colon. Los acidos grasos de cadena corta no son simplemente fuentes de

energia, sino que se logran acciones fisiolégicas. Estos incluyen la mejora de la absorcién de
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agua y varios minerales, especialmente calcio, magnesio y hierro, y la supresién de la
sintesis hepatica de colesterol. El &cido butirico es un supresor del cancer de colon, reduce
la proliferacion celular e induce la apoptosis en las células mutadas. El &cido butirico es muy
probable que sea eficaz para la prevencion de esta enfermedad mortal. La investigacion en
acidos grasos de cadena corta puede aclarar las implicaciones fisiolégicas de la
fermentacion colonica y prebiéticos (Hiroshi, 2002). Los &cidos grasos de cadena corta
producidos por fermentacion fecal estdn posiblemente involucrados en la disminucién de los

niveles de colesterol en plasma (Hiroshi et al., 1999).

5.2.5. Produccién de acidos grasos de cadena corta. La produccion de acidos grasos de
cadena corta (acético, propidnico y butirico) dentro y fuera de la membrana de didlisis se

muestra en la Figura 9.
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Acido acéfico . Acido propisnico

Acido butirico Total de AGCC

Concentracién {mmol /1)

Tiempo de fermentacion (h)

B Dentro dela membrana W Fuera de la membrana

Figura 9. Produccion de AGCC dentro y fuera de la membrana del modelo de colon.
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En cuanto a la produccion total, se obtuvo hasta 32.8 mmol en el interior de la
membrana y 6.8 mmol fuera de ella; estas concentraciones difieren significativamente. La
produccion total de AGCC fue mayor a las 48 h de fermentacion. Sin embargo, hubo un pico
en la produccion de AGCC total en el interior de la membrana a las 24 h, mientras que en
general, la cuenta microbiana alcanz6 su valor mas bajo en este periodo. Si se tiene en
cuenta que la variacion de la cuenta microbiana se relacion6 con la cantidad de sustrato, la
méxima produccién de AGCC parece haber ocurrido cuando la cantidad de sustratos fue
mas bajo, lo que significa que la mayor produccion de AGCC se alcanzé durante el periodo
mas largo sin alimentacion (24 y 48 h), al menos para los acidos acético y el butirico.
Ademds, en general, cuanto mayor es la longitud de los acidos grasos, mayor es la
concentracion fuera de la membrana a lo largo de la fermentacién; especialmente en el caso
del acido butirico, la proporcion con el total de AGCC fue bastante superior fuera que dentro
de la membrana en las etapas avanzadas de fermentacién. Esto podria haberse debido a la
eficacia de extraccion de la solucion de PEG. Es interesante observar que en el colon
humano la difusion pasiva es el principal mecanismo de absorcion de AGCC, la absorcion
aumenta con relacién a la longitud de la cadena del acido graso (Vogt y Wolever 2003); la
absorcion de acido butirico fue significativamente mayor que la de &cido acético. De acuerdo
a Vogt y Wolever (2003) el porcentaje de absorcion de acido acético en el colon humano es
del 24%, mientras que para el &cido propidnico es el 28% y para el acido butirico es 30%. En
este trabajo, las concentraciones medias de los &acidos acético y el butirico fuera de la
membrana fueron 23% y 47%, respectivamente; estos datos son similares a los valores de

absorcién en el colon humano.

El 4cido propionico fue el que presentd la menor produccién, sobre todo al final de la
fermentacion, y la concentracion fue mayor fuera de la membrana que dentro. En general, la
absorcion de este sistema que utiliza solucién de PEG puede ser considerado un sistema

eficaz para simular la absorcion de AGCC en el colon humano.

El Cuadro 16 muestra la relacion entre la produccion de cada &cido y la produccién
total de &cidos grasos de cadena corta. Se observa que al inicio de la fermentacion, el
acetato fue el compuesto predominante, y que la proporcion de los otros dos compuestos es
muy baja. Sin embargo, después de 12 h la proporcién de butirato aumento y el acetato

disminuyd. No se observaron cambios en la proporcién del propionato.
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Cuadro 16. Proporciones de AGCC producidos en el modelo a pH 8.00 y humedad de 90% durante 48 h a 37<C y solucion de PEG a pH 9.5.

Proporcion de Tiempo (h)
AGCC
0 6 12 18 24 30 36 42 48
(mmol/l)
Dentro
Acético/total 094+0.02 095001 091+006 0.86+0.03 0.88+0.04 0.89 +0.01 0.88+0.01 0.83+0.02 0.85%0.01
Propionico/total 0.06 £0.02  0.02+0.00 0.03+0.03 0.02+0.01 0.01+0.00 0.02+0.01 0.02+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00
Butirico/total 0 0.03+0.01 0.06+0.03 0.12+0.05 0.11+0.04 0.09 +0.03 0.10+0.01 0.16+0.02 0.15%0.01
Fuera
Acético/total 0 0.97+0.02 093+0.04 0.84+0.08 0.75%0.02 0.71+0.04 0.63+0.02 0.60+0.03 0.52+0.05
Propionico/total 0 0.03+0.02 0.05+0.07 0.03+0.04 0.03+0.04 0.04 +0.01 0.06 £+0.03 0.07+0.00 0.06 £0.02
Butirico/total 0 0 0.02+0.03 0.14+0.05 0.21+0.06 0.25 +0.05 0.31+0.01 0.34+0.03 0.42+0.08
Total
Acético/total 094+0.02 095+0.00 092+0.04 0.85+0.01 0.86+0.03 0.85+0.01 0.80+0.01 0.79+0.01 0.80+0.01
Propionico/total 0.06 £0.02 0.03+0.01 0.03+0.01 0.02+0.02 0.01+0.01 0.02 +0.01 0.03+0.01 0.02+0.01 0.02+0.00
Butirico/total 0 0.02+0.01 0.05+0.03 0.13+0.03 0.13+0.04 0.13 +0.00 0.16 +0.00 0.19+0.01 0.18 +0.01
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En el colon, la proporcién normal de AGCC es alrededor de 60% de acido acético,
20% de propidnico y 20% de butirico (Macfarlane y Cummings 1991). Sin embargo, la
proporciéon molar de estos productos depende de una serie de factores, incluyendo la dieta y
la microbiota (Louis et al., 2007). En este trabajo, la concentracion de &cido acético fue muy
elevada al comienzo de la fermentacion, pero su proporcion tendié a disminuir al avanzar la
fermentacién. Por otro lado, la cantidad de acido butirico fue no detectable cuando se inici6
la fermentacion, pero se incrementd a lo largo del proceso y alcanzé el 18% del total de
AGCC a las 48 h. El 4cido propiénico se mantuvo en proporciones muy bajas todo el tiempo.
Las interacciones metabdlicas entre los microorganismos presentes en la microbiota
intestinal son muy complejas; la produccién de determinados metabolitos depende del tipo
de sustrato que entra al sistema, y muchas veces, el producto formado se convierte en
sustrato para el crecimiento de otro microorganismo, esto hace que la concentracion e los

metabolitos varie a lo largo del proceso de fermentacién (Cummings y Macfarlane, 1991).

5.3. Respuesta del modelo a la adicién de inulina

Para evaluar la capacidad de respuesta inducida en la microflora, se evalué la adicion
de 1.0 g de inulina en el alimento suministrado al sistema modelo, la Figura 12 muestra los
resultados obtenidos. Después de 24 horas de adicionar inulina al sistema se observé un
aumento en la concentracion de anaerobios totales y facultativos, asi como en lactobacilos y
bifidobacterias, siendo estas ultimas, quienes alcanzaron la mayor concentracion (9.60 *
0.45 log;p UFC/ml). Aunque en la concentracion de mesofilos aerobios se presentd un
aumento, en coliformes y enterobacterias, hubo una disminucién en la concentraciéon. La
concentracion de clostridios se mantuvo igual tanto a las 24 h como a las 48 h su crecimiento

no fue afectado por la adicién de inulina.

La inulina es en la actualidad el prebiotico mejor conocido, y su efecto bifidogénico ha
sido ampliamente estudiado (Rastall y Maitin, 2002). Al afiadir 1.0 g de inulina en 100.0 g de
alimento introducido en el modelo se pudo apreciar un aumento en el crecimiento tanto de
bifidobacterias como de lactobacilos, asi como el descenso en el crecimiento de algunas
especies como las enterobacterias; lo anterior demuestra la sensibilidad del sistema modelo
del colon para mostrar esos pequefios cambios que ocurren en el metabolismo de la

microflora colénica ante un estimulo alimenticio como lo es la adicién de inulina.
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Figura 12. Crecimiento de los grupos bacterianos col6nicos al adicionar inulina.

5.4. Evaluacion en el modelo de almiddn resistente  y fibra como prebiédticos

5.4.1. Almidén resistente de platano. Con la finalidad de evaluar el efecto en la
estimulacion selectiva de los grupos bacterianos benéficos para el ser humano, asi como la
produccion de &cidos grasos de cadena corta, se evalud el efecto del almidon resistente de
platano empleando el sistema modelo del colon proximal humano. Se comparé con inulina y
almidén de trigo. Se evaluaron cantidades diferentes de almidon resistente, de acuerdo al
sustrato, para la harina integral de platano, la concentracion de almidon resistente fue de
27.45%, mientras que para el almidén resistente tipo Il fue de 58.86%, lo que correspondi6 a

la mayor cantidad; en el almiddn resistente tipo Ill, la concentracion de almidon resistente fue
de 9.79% y en la harina de trigo de solamente 1.00%.

El Cuadro 17 muestra la caracterizacién fisicoquimica de los almidones de platano y

la harina integral de platano evaluados en el modelo. La composicién de los almidones
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resistentes difiere en comparacion con la harina integral principalmente en la cantidad de
proteinas y la presencia de almidén disponible y resistente. La harina de platano contiene
valores bajos de proteina, si se compraran con la harina de trigo, ya que en esta Ultima, se
han reportado valores de proteina de 10% (Cho et al., 2001). Sin embargo, la proteina
presente en la harina de platano cuadrado se encuentran por arriba de los reportados por
Mota et al. (2000) para variedades cultivadas en Brasil, donde la proteina presenta valores
entre 2.5y 2.8%, asi como los reportados por Muyonga (2001) para Musa canvendishii de

solamente 1.51%.

El platano cuadrado es una fuente importante de almidén, ya que entre el 70 y 80%
del fruto es almidon (De la Torre, 2004; Pacheco-Delahaye y Testa, 2005) y de éste, el 55%
es almidon resistente. En maiz, para lograr cantidades semejantes se ha recurrido a la
mutacion genética para obtener un maiz de alta amilosa, con cantidad de almidon resistente

Il de 48.5% (Novelosé 240®). El almidén de platano es una fuente natural de facil extraccién.

Cuadro 17. Composicién proximal y quimica de almidones.

Determinacion Harina AR2 AR 3
Humedad 7.45+0.28 8.80 £ 0.25 8.65 +0.30
Cenizas 244 +0.01 0.94 +£0.08 0.50 £ 0.05
Proteina cruda 4.44 +0.40 0.13+0.01 0.19+£0.01
Extracto etéreo 0.85+0.22 0.08 £0.01 0.42 £ 0.05
Fibra cruda 1.88+0.16 0.71+£0.06 0.82£0.03
Extracto Libre de Nitrégeno 90.39 +0.21 98.14 +0.82 98.07 £ 0.08
Almidon total 73.66 +1.08 95.10+0.98 94.52 +1.85
Almidén disponible 46.21+1.18 38.24 +1.22 84.73 +1.23
Almidén resistente 27.45+1.28 56.86 + 1.46 9.79+ 0.61

La figura 13 muestra el crecimiento de las bacterias aerobias en el modelo al
adicionarse 3.0 g de cada sustrato. Las bacterias aerobias forman parte importante de la
microflora colbnica y su crecimiento es importante para mantener el equilibrio bacteriano; sin
embargo, las enterobacterias son a menudo implicadas en desérdenes intestinales debido a

Su accion patdégena. Para cada condicion de alimentacion suministrada al modelo colénico se
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encontré una disminucion en la concentracion del grupo de enterobacterias y coliformes, este

efecto fue mas acentuado al emplear harina de platano integral.
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Figura 13. Crecimiento de bacterias aerobias al emplear diferentes sustratos amilaceos como aditivos en la

alimentacion.

Entre las bacterias anaerobias, al igual que en las aerobias, se observé un efecto de

inhibicion en el crecimiento del grupo bacteroides, como se observa en la Figura 14.
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Figura 14. Crecimiento de bacterias anaerobias al emplear diferentes sustratos amilaceos como aditivos en la

alimentacion.

Este efecto negativo en el crecimiento probablemente estuvo asociado al aumento en
la produccién de acidos grasos de cadena corta, lo que se reflejé en el pH obtenido durante
el tiempo de fermentacion. Por otra parte, en todos los sustratos evaluados se observd una
estimulacion en el crecimiento de las bacterias lacticas y bifidobacterias acentuado a partir
de las 12 h de fermentacion. Tanto las bacterias lacticas como las bifidobacterias son
microorganismos cuyo crecimiento puede realizarse a niveles de pH muy bajos. Durante las
30 h de fermentacién, el descenso del pH fue mas pronunciado a partir de las 12 h, como se

muestra en la Figura 15. En todos los sustratos amilaceos evaluados se obtuvo una
tendencia similar en el comportamiento.
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Figura 15. Valores de pH durante la fermentacién del almidon resistente tipo IIl.

En cuanto a la produccion de acidos grasos de cadena corta, la concentracion de

acido acético fue mayor en todos los sustratos, mientras que las concentraciones de

propidnico y butirico se mostraron en muy pequefias cantidades, a excepcion de la harina de

trigo, como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Produccién de acidos grasos de cadena corta durante la fermentacién de almidén resistente.

Aunque la mayor produccion total de &cidos grasos se obtuvo en la harina de trigo,
ésta resulto ser un carbohidrato facilmente digerible, por lo que su llegada al intestino grueso
es muy poco probable, por lo que el almidén resistente de platano constituye una buena
opcion en alimentacion ya que se asegura que mas de la mitad ingerida llegue al colon
debido a su alta resistencia a la digestion.

5.4.2. Fibra dietética de naranja . La fermentacion de fibra dietética constituye una fuente de
energia para los grupos bacterianos que se encuentran en la region colonica. Se ha
reportado el efecto benéfico del consumo de fibra en el alimento debido a la estimulacion de
ciertos grupos bacterianos benéficos como los lactobacilos y bifidobacterias, asi como a la
produccion de &cidos grasos de cadena corta. EI Cuadro 18 muestra la caracterizacion
fisicoquimica de la harina y la pectina de naranja, donde se observa que el principal
componente de la harina de naranja fueron los carbohidratos (79.18%) cuantificados como

extracto libre de nitrdgeno, seguidos por la fibra cruda (11.27 £ 0.10%) y las proteinas (5.63 +
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0.14%), siendo el extracto etéreo el componente que se encontré en menor cantidad (0.59 +
0.08%). En el aislado de pectina, tanto las proteinas, como el extracto etéreo y la fibra cruda
estuvieron presentes en cantidades minimas. En cuanto al contenido de fibra cruda y fibra
dietética, en ambas el contenido fue mayor en la harina que en la pectina. En harina, tanto la
fibra dietética soluble como la insoluble se encontraron en concentraciones similares; sin

embargo, en la pectina, el componente que predomind fue la fibra dietética soluble.

Cuadro 18. Composicién fisicoquimica de harina y pectina de naranja.

Determinacion Harina Pectina
(%)
pH 4.29 +£0.15 2.84+0.14
Humedad 8.73+0.11 14.53 +1.58
Cenizas 3.33+£0.74 2.27 £0.29
Proteina cruda 5.63+0.14 0.52+0.18
Extracto etéreo 0.59+£0.08 0.20+0.19
Fibra cruda 11.27 +0.10 0.93+0.78
Extracto libre de nitrégeno 79.18 +0.22 96.08 + 0.53
Fibra dietética total 39.52 +2.08 17.20+2.19
Fibra dietética soluble 20.05+1.71 14.62 +2.84
Fibra dietética insoluble 19.02+1.34 2.58 £ 3.50

En cuanto al crecimiento de los diferentes grupos de la microflora del colon, como se

muestra en la Figura 24, la harina de naranja integral disminuy6 la cuenta de enterobacterias

y coliformes, mientras que en la pectina, todos los grupos tuvieron buen crecimiento. En

cuanto a los anaerobios, la estimulacion de lactobacilos y bifidobacterias se observé en los

dos sustratos, sin embargo, en pectina se observé una disminucion en el crecimiento de

bacteroides.
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Figura 24. Crecimiento de grupos bacterianos al adicionar harina y pectina de naranja a la alimentacion.

Aunque la pectina es principalmente un sustancia con un alto contenido de fibra
dietética, los resultados obtenidos al evaluar harina de naranja sugieren que puede
emplearse ésta Ultima como aditivo alimentario en lugar del aislado de pectina, ya que la
estimulacion de la flora es mucho mas selectiva y no se obtuvo diferencia entre la produccién
de acidos grasos de cadena corta. Por otra parte, durante el aislamiento de pectina solo es
aprovechable el 10% del total de la harina de naranja. La produccion de acidos grasos de

cadena corta en ambos sustratos estuvo formada principalmente por acido acético.
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Figura 25. Concentracién de AGCC y valores de pH en harina y pectina de naranja
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6. CONCLUSIONES

Se logré la propagacion de algunos grupos bacterianos de la microbiota fecal en
caldos de cultivo comerciales (BHI y TSB) con una concentracion similar a la encontrada en
solucion fecal. La propagacion mejord las condiciones de manejo y transporte y se eliminé la
interferencia por sustancias desconocidas. Ademas, el uso de glicerol permiti6 mantener la

concentracion de la biomasa fecal durante 6 meses en congelacion.

Se disefid y evalué un modelo que imita algunas condiciones del colon proximal
humano. Se logro la operacion continua del modelo durante 48 h y mostré el efecto del
sustrato alimenticio para mantener la microflora. El sistema de absorcion reprodujo las
condiciones del colon proximal en cuanto a la absorciéon de acidos grasos de cadena corta.
Este modelo puede ser usado para estudiar la microflora col6nica, asi como para evaluar

cambios inducidos por componentes de la dieta como los prebidticos.

Se obtuvo la caracterizacion fisicoquimica de almidén resistente de platano y fibra
dietética de naranja. El almidon de platano Musa balbisiana Colla contiene mas de la mitad
de almidon resistente a la digestion. La harina de naranja contiene alrededor de 40% de fibra

dietética, de la cual, la mitad corresponde a fibra dietética soluble.

El almidén resistente de platano y la fibra dietética de naranja provocaron una
disminucion en la concentracidn de enterobacterias y un aumento en lactobacilos y
bifidobacterias al ser adicionadas en la alimentacién del modelo de colon. La fibra de naranja
y pectina solo estimularon la formacion de acido acético, mientras que con los almidones se

obtuvo acético, propidnico y butirico.
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Abstract The objective of the present study was to con-
struct a system that re-creates the conditions of fermentation
and absorption of the human proximal colon. The model was
constructed using a glass tube with an internal dialysis
membrane tube. The food substrate was fed into the dialysis
membrane three times a day simulating a typical human
feeding. The substrate contained 58% carbohydrates, 35%
proteins, 3% fiber, 3% starch, and 1% lipids on dry weight
base, with 90% moisture. The inoculum was a fecal culture
propagated in TSB. The intestinal absorption was simulated
using a polyethylene glycol (PEG) solution running contin-
uously outside the dialysis membrane. All microorganisms
increased their counts after inoculation, and reached higher
counts generally after substrate feed. The most important
short chain fatty acids (SCFA: acetic, propionic and butyric
acids) were analyzed, and their concentrations inside and
outside the membrane were significantly different due to the
extraction efficiency of the PEG solution. The greatest pro-
duction occurred at 48 h. SCFA ratios showed that at the
beginning, acetate was the predominant compound, but after
12 h the proportion of butyrate increased and the acetate was
decreased. This SCFA production pattern is similar to that
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reported for the proximal colon in live systems. Continuous
operation of the colon model for 48 h was enough to reveal
the development of microorganisms and SCFA production.
This model reproduced the conditions of the human proximal
colon adequately and can be used to study the development
of colonic microbiota.

Keywords Colonic microbiota - Intestinal absorption -
Laboratory colon model - Proximal human colon -
Short chain fatty acids

Introduction

The human intestinal microbiota, consisting of a huge
amount of microorganisms of many hundreds of species,
plays very important roles in the promotion of health, as
avoiding colonization by pathogenic microorganisms in a
number of ways or degrading xenobiotics and procarcino-
genic substances. Since complex relationships occur
between microorganisms and food components, specific
microbiota develops and in large part forms biofilms,
which leads to the production of beneficial and/or essential
substances as well as to the processing of many compounds
from the food or from tissues of the digestive system itself.
Most of this activity takes place in the lower intestinal
system, in which important metabolites such as short chain
fatty acids (SCFA) are produced (Gill et al. 2006; Mac-
farlane and Macfarlane 2006; Louis etal. 2007;
Macfarlane and Dillon 2007).

The study of the influence of food components in the
development of colonic microbiota is a key factor in under-
standing many health benefits promoted by this complex
community. Nevertheless, the proximal colon is physically
quite inaccessible for routine studies. Laboratory models are
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an option for the continuous evaluation of parameters, at low
cost and without ethical implications (Macfarlane et al.
1998). For the model to provide real and predictable data it
must be able to detect small changes in the microbial com-
position (Roberfroid 2001). Several models have been
developed to study intestinal ecosystems. One is the Simu-
lator of the Human Microbiology Ecosystem (SHIME)
model, which uses glass containers to reproduce the stomach
and intestines (De Boever et al. 2000). Duncan et al. (2003)
used a single-stage fermenter operating anaerobically and
under continuous culture conditions so as follow the devel-
opment of fecal inoculum exposed to different dietary
substrates. Briick et al. (2003) also used a model made with
glassware to evaluate two regions of the intestine, while
Macfarlane et al. (1998) developed a continuous three-stage
system. However, despite the fact that the “TIM” gastroin-
testinal models, developed at TNO in The Netherlands, are
equipped with hollow fiber membranes which allow the
removal of metabolic products (van der Werf and Venema
2001), most of the developed models are closed systems
operating in only one flow direction, and thus the mucosal
absorption of produced microbial metabolites cannot be
simulated in the process (Macfarlane et al. 1998).

Physiologically the colon consists of two fundamental parts:
the proximal and the distal colons. In the first part some
nutrients, such as indigestible carbohydrates, accumulate and
are metabolized by bacteria. Bacteria ferment the food actively
in the cecum, which is the first segment of the proximal colon,
and absorption of the SCFA takes place in this part, as well as
along the colon (Christensen 1985). The model system pro-
posed in this paper was designed to simulate fermentation and
absorption conditions in the human proximal colon. The fer-
mentation process in our model is continuous and tries to
maintain the microbiota in equilibrium. An adequate fermen-
tation pattern promotes the growth of the microbiota favoring
beneficial bacteria (Christensen 1985; Louis et al. 2007);
accordingly, produced metabolites must be absorbed by the
colon in order to keep a constant fermentation pattern assuring
a sort of steady state fermentation condition. Therefore, a
model system in which absorption of the metabolites takes
place could produce better results than closed cultures for
simulating conditions in the proximal colon. Consequently, the
objective of the present research was to construct a model
system that would simulate the conditions of fermentation and
absorption in the human proximal colon.

Materials and methods
Description of the proximal colon model

The model system was constructed with glassware as
described in Fig. 1, including the fermentation tube and the

@ Springer

feed system. The model was maintained at 37°C within an
incubator (New Brunswick G25 incubator, New Brunswick
Scientific Co., Edison NJ, USA). A detailed description of
the fermentation tube and its assemblage is given in
Fig. 1b: it consists of a 50 cm-long glass tube with a 5 cm
internal diameter, a rubber stopper at both ends, and an
internal tube sustaining a dialysis membrane tube (diameter
33 mm, pore size 12,000 Da, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

Food substrate

The substrate consisted of carbohydrates (58% w/w, a
mixture of simple sugars and maltodextrins, Carbo Winner,
Pronat ProWinner, Mexico City, Mexico), proteins (35%
w/w egg albumin, Pronat ProWinner, Mexico City, Mex-
ico), dietary fiber (3% w/w of wheat bran, Los Volcanes,

b I
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Fig. 1 (a) Diagram of the proximal colon model system. Food
substrate feed (inlet) flask (A); polyethylene glycol solution (PEG)
feed (inlet) flask (B); feed peristaltic pump (C); glass tube with inside
membrane tube (D); PEG reception (outlet) flask (E); fermented
substrate reception (outlet) flask (F). (b) Fermentation tube consisting
of a glass tube (A) with a rubber stopper at both ends and internal
tubes (B) for support of the dialysis membrane tube (C)
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Mexico City, Mexico) and starch (3% w/w of wheat starch,
Selecta, Mexico City, Mexico), at pH 8.0 and 90% w/w
moisture.

Inoculum

Human feces were used as the source of the inoculum.
Samples were donated by three healthy young men who
had not taken any kind of antibiotics for at least three
months before the donation. The feces (20 g) were sus-
pended in 80 ml of sterile distilled water and homogenized,
stirring with a glass rod, and then the suspension was fil-
tered through a sterile gauze; a fresh 20% w/v fecal
solution was thus obtained.

Propagated-concentrated inocula were prepared using 5 ml
of the fresh 20% fecal solution to inoculate 95 ml of trypticase
soy broth (TSB, Difco, Detroit, MI, USA) which was then
incubated at 37°C for 24 h. Subsequently, the microorganisms
were separated by centrifugation (3,220 x g, 15 min) with a
Beckman J2-MI centrifuge (Beckman Instruments, Palo Alto
CA, USA), and suspended in 1 ml of TSB broth containing
20% v/v glycerol (J. T. Baker, Mexico). Several TSB-glycerol
suspended cultures were prepared at the same time, frozen at —
20°C, and used when required to inoculate 150 g of the initial
batch of food substrate fed into the model at the beginning of
every run. TSB-glycerol cultures were kept no longer than
6 months; their microbial composition did not change during
this period. In order to validate the TSB propagated inoculum,
we analyzed it microbiologically and compared it with the
original fresh 20% fecal solution.

Operation of the proximal colon model

The internal tube of the model was initially filled with
150 g of food substrate inoculated with a TSB-glycerol
culture, and then this was fermented for the first 6 h of the
run. The food substrate was inoculated with the TSB-
glycerol suspended culture only once at the beginning of
the process. Thereafter, the system was fed in amounts of
100 g by means of a peristaltic pump (Masterflex, Cole-
Parmer Instruments Company, Vernon Hills, IL, USA) at a
flow rate of 5.0 ml/min, three times every 6 h during the
hours of daylight and left to rest overnight, simulating
typical human feeding. Different tube positions were tried:
vertical, horizontal and slanted. In the vertical position, the
membrane broke because the substrate did not rise. In the
horizontal position, the substrate reached the end of the
tube quickly and air bubbles formed. Therefore, the best
position was slanted with an approximate angle of 30° as
shown in Fig. 1a, because the membrane did not break and
no bubbles formed. The food substrate was fermented
inside the model with a residence time established by the
next feed; the new substrate displaced the fermented one,

and it was collected in the reception flask (Fig. 1a); a
sample was immediately taken for microbiological analy-
ses, and the rest of the sample was frozen at —20°C for
further SCFA analysis.

In order to simulate the intestinal absorption, we used a
PEG solution containing 26.25 g/1 polyethylene glycol 4000
(Fluka, Sigma Aldrich, Buchs Switzerland), 0.36 g/l
NaHCOs; (J. T. Baker, Mexico) and 0.7 g/l NaCl (J. T. Baker,
Mexico), as the dehydrating medium; its pH was adjusted to
9.5 with 1 N NaOH (J. T. Baker, Mexico). The PEG solution
was fed into the gap between the inner wall of the glass tube
and the outer wall of the membrane tube (see Fig. 1); it was
pumped at a flow rate of 2.1 ml/min by means of a Masterflex
peristaltic pump (Cole-Parmer Instuments Company, Vernon
Hills, IL, USA) through the whole experiment.

Microbiological analyses

The different groups of microorganisms which were in the
inocula and in samples of fermented substrate obtained from
the model system were counted using the appropriate media, as
indicated in Table 1. The growth was quantified by the Miles
and Mistra (1938) method, dropping 5 pl of each dilution (up
to 10~'%) on a Petri dish, with the selective agar for each group
of microorganisms. The microorganisms were incubated at
37°C for 24 h; the anaerobic counts were incubated inside
anaerobic jars (GasPack, Merck, Darmstadt, Germany).

Short chain fatty acids analyses

Frozen fermented samples were thawed and centrifuged for
5 min at 3,220 x g at4°C, using a Beckman J2-MI centrifuge

Table 1 Media for growth of specific groups of microorganisms
from fecal samples

Microorganisms Media Brand
Total aerobes Nutritive agar Dibico*
Enterobacteria MacConkey agar Bioxon®
Coliforms Violet Red Bile agar Dibico*
Lactococci M-17 agar Oxoid®
Enterococci Blood with Azide agar Bioxon”
Total anaerobes Anaerobic agar Difco?
Facultative anaerobes Nutritive agar Dibico*
Lactobacilli Rogosa agar Difco®
Bifidobacteria Beerens agar Prepared®
Clostridia Clostridium agar Fluka®
Bacteroides Anaerobic Neomycin Blood agar Remel®

? Dibico S.A., Mexico City, Mexico. ® Bioxon, Cucutitlin-Izcalli
Edo. de Mexico, Mexico. © Oxoid Ltd., Basingstoke, UK. 4 Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA. © Prepared according to Beerens
(1990), modified by Beerens (1991). ! Fluka BioChemika, Sigma
Aldrich, Buchs Switzerland. ® Remel, Lenexa, KS, USA
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(Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA); supernatants
(950 pl) were placed in Eppendorf tubes and 50 pl of 50% v/v
HCl were added. Then the samples were centrifuged for
10 min at 12,280 x g at 4°C (Eppendorf Microcentrifuge
5417 C, Eppendorf AG Hamburg, Germany) and supernatants
were analyzed. Short chain fatty acids (SCFA: acetic, propi-
onic and butyric acids) were quantified by gas liquid
chromatography in a Hewlett Packard 5890 series II chro-
matograph, fitted with a flame ionization detector and with an
AT-1000 capillary column (Hewlett-Packard Co. Palo Alto,
CA, USA). The oven temperature was 120°C, the injector
temperature was 130°C, and the detector temperature was
150°C. The concentrations of SCFA were calculated using
external standards: 100% acetic acid (Merck, Darmstadt,
Germany), 99% propionic acid and 99% butyric acid (Sigma-
Aldrich,). Total SCFA was the sum of the three acids.

Statistical analysis

The logarithm numbers of bacterial counts and SCFA
concentrations were statistically analyzed by ANOVA. In
order to discriminate among the mean values, we used
Fisher’s least significant difference (LSD). All statistical
analyses were carried out using the statistical analysis
software Statgraphics Plus 6.1 (Statpoint Inc. Herndon,
VA, USA), with « = 0.05 used as a threshold of statistical
significance.

Results and discussion
Evaluation of the inoculum

According to Macfarlane et al. (1998), a fresh fecal inoc-
ulum prepared from a 20% solution of feces can be used to
simulate human colon microbiota. In order to avoid the
introduction of fecal solids and to reduce the interferences
produced by fecal material in the colon system, we propose
the use of a TSB propagated-concentrated inoculum, using
a culture preserved in TSB-glycerol as described above.
The handling of a fresh inoculum is also expected to be
more difficult and to have less reproducible results. Fur-
thermore, the natural microbiota inside the colon is always
under constant changes and is influenced by exogenous
factors (food and environmental events); the use of a fecal
inoculum propagated in TSB should help to control this
variable. Nevertheless, the inoculum here proposed was
validated comparing the counts of different bacteria groups
in both the fresh 20% fecal solution proposed by Macfar-
lane et al. (1998), and in the TSB propagated-concentrated
inoculum; results are shown in Table 2.

One can see that the microorganism concentrations in the
TSB propagated-concentrated inoculum were similar to or

@ Springer

Table 2 Microorganisms counted (log CFU/ml) in the TSB propa-
gated-concentrated inoculum and its comparison with the 20% fecal
solution

Bacteria TSB 20% Fecal

Total aerobes 8.73 + 0.85* 7.25 + 0.49°
Enterobacteria 6.07 + 0.80* 7.20 + 0.57*
Coliforms 5.93 £ 0.65% 7.05 £ 0.35%
Lactococci 8.43 £+ 0.32% 7.95 4+ 0.49*
Enterococci 8.60 + 0.26" 7.00 £ 0.14*
Total anaerobes 9.07 £ 0.40* 7.45 + 0.49°
Facultative anaerobes 8.13 +£ 0.76* 6.30 + 1.41*
Lactobacilli 7.00 £+ 0.26" 5.30 £ 0.00°
Bifidobacteria 6.83 £ 0.21* 4.15 £ 0.21°
Clostridia 7.30 £ 0.30% 7.10 £ 0.28*
Bacteroides 7.81 4+ 0.34* 5.10 + 0.20°

Results are mean values from three determinations +SD. **Values
with different letters in the same row are significantly different

higher than microorganism concentrations in the 20% fecal
solution in most cases. There were more anaerobic bacteria
including bifidobacteria, lactobacilli and bacteroides in the
former than in the latter. Coliforms, enterobacteria and the
other groups did not show significantly different counts. Based
on these results, we considered the TSB propagated-concen-
trated inoculum sufficiently effective to replace the fresh
inoculum proposed by Macfarlane et al. (1998), and therefore
we used it all along the study of the colon model system.

Fermentation in the colon model

In order to formulate the substrate used in the model, we
reproduced the quantity and kind of nutrients that normally
compose human food in the colon. The water content of the
substrate used by Macfarlane et al. (1998) was 96%, while
Cummings (1997) proposed 85%. In our study, moisture of
the substrate was 90% because it allowed the most ade-
quate flow of the material.

In addition to the food residue, the bacteria are the other
principal component of the system. A healthy normal
person is assumed to have in the colon more than 10'2
bacteria of 400 different species, and these can reach up to
400-500 g (Cummings 1997; Guarner 2002; Macfarlane
and Macfarlane 2004). These conditions are practically
impossible to reproduce, but a close approximation should
assure high counts of the most important groups of
bacteria.

Figure 2 shows the development of the different groups
of bacteria along the 48 h of fermentation in the colon
model system, as well as the total growth which is the log
of the sum of the microbial counts of all groups of bacteria.
From the initial inoculation (0 h) up to the 6 h of fer-
mentation there was a population increase in all the cases,
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Fig. 2 Growth of different groups of microorganisms in the model system (log CFU/ml). Total growth is the log of the sum of the microbial
counts of all groups of bacteria. Results are mean values from three determinations

followed by a general trend to decrease with the lowest
count between 18 and 24 h; these situations were clearly
reflected in the total count, even when this graph was flatter
than any specific growth profile. The system was fed at 6
and 12 h, whereas during the period between 12 and 24 h
no substrate was introduced into it, which could explain
why the microbial counts diminished during this period of
time. At 24 h, we took a sample first and then fed the
system a new substrate; the microbial counts rose contin-
uously from this time on through 3642 h. Considering that
the feedings were done at 24, 30 and 36 h, we can say this
confirms that most of the microbial populations were sen-
sitive to the introduction of new substrate to the system.
Among the less sensitive population to the substrate feed-
ing were enterococci and clostridia showing the less
evident changes of populations. The three groups with a
greater concentration of microorganisms were total aerobes
(8.59 £ 0.09), facultative anaerobes (8.54 £ 0.06) and
lactococii (8.54 £ 0.05).

In some experiments microbial counts were followed for
up to 72 h of fermentation (data not shown), and results
were very close to those reported in Table 3 for all the
bacterial groups at 48 h; therefore, the counts remained
unchanged from 48 to 72 h. However, the experiments
reported here were carried out only for 48 h because the

Table 3 Bacterial population (log UFC/ml) of the proximal colon
models obtained by A Macfarlane et al. (1998); B van der Werf and
Venema (2001); and C this study, where figures are the mean counts
along the 48 h of fermentation

Bacteria A B C

Total aerobes n.r. n.r. 8.45 £ 0.42
Enterobacteria n.r. 5-6 7.66 £ 0.72
Coliforms 8.5 n.r. 7.44 £ 0.79
Lactococci n.r. n.r. 8.57 £ 0.53
Enterococci 8.6 5-6 8.22 £ 0.30
Total anaerobes 10.4 n.r. 8.64 £ 0.26
Facultative anaerobes 8.7 n.r. 8.61 + 0.40
Lactobacilli n.r. 5-7 7.69 £ 0.57
Bifidobacteria 10.1 9-10 7.37 £ 0.36
Clostridia 8.5 4-5 8.28 + 0.30
Bacteroides n.r. 9-10 7.78 £ 0.42
Total counts n.r. n.r. 9.42 + 0.28

Results in C are mean values from three determinations +=SD. n.r., not
reported

membrane tube hardly resisted the mechanical stress
applied by the substrate pumping beyond that time.

The results of our study agree with those of Macfarlane
et al. (1998) and van der Werf and Venema (2001), as
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shown in Table 3 where data from those reports are com-
pared with the mean values along the fermentation
obtained in the present study. Additionally, our results
agree with those reported by Marteau et al. (2001) for
culture counts in samples taken from the cecum of eight
volunteers; according to these data, the bifidobacteria
group is quite behind the one reported in the other models.
However, Marteau et al. (2001) say the values reported by
Macfarlane et al. (1998) and van der Werf and Venema
(2001) could be high compared with the usual values in the
human colon, given that the cecal microbiota contains 100
times less Bifidobacterium than the fecal culture.

Absorption

In order to have a more dynamic system in which the
absorption of the metabolites produced by the microor-
ganisms simulates the intestinal absorption, we circulated
the PEG solution constantly outside the membrane. The
PEG solution design was based on the composition of a
therapeutic colon wash solution, but diluted 4x; the final
criterion was to have an adequate absorption of moisture
and metabolites, yet prevent the substrate from becoming
dry and keeping it fluid enough to have an adequate transit
inside the system.

The pH in the PEG solution that circulated outside the
dialysis membrane was finally adjusted to 9.5; thus the pH
of the substrate was maintained close to 5.5, which is the
normal pH of the proximal colon (Nugent et al. 2001).
When we used the PEG solution with lower pHs, the pH of
the substrate fell to very low values.

Such a solution was able to absorb the SCFA produced
by the bacteria, as will be further discussed below. In
contrast, a previously tested salt solution (containing 10%
NaCl, 0.1% NaHCOs;, adjusted at pH 9.5 with 1 N NaOH)

was not able to absorb SCFA. Propionic and butyric acids
were not detected in this saline solution, while the maxi-
mum concentration of acetic acid found here was less than
0.6 mM.

Short-chain fatty acids production

Figure 3 shows the three most important SCFA (acetic,
propionic and butyric acids) measured in the model inside
and outside the dialysis membrane. The total production of
SCFA reached a concentration of up to 32.8 mM inside the
membrane and 6.8 mM outside of it; these concentrations
differed significantly.

Total SCFA production was highest at 48 h. Interest-
ingly, however, there was a peak in the SCFA production
inside the membrane at 24 h, whereas in general the
microbial counts reached their lowest value at this point. If
one considers that variation of the microbial counts was
related to the amount of available substrate, the maximum
production of SCFA seems to have occurred when the
amount of substrates was lowest, which means that the
highest production of SCFA was reached during the longest
periods with no feeding (24 and 48 h), at least for acetic
and butyric acids.

Also, in general, the higher the length of the fatty acid,
the higher the concentration outside the membrane along
fermentation; particularly in the case of butyric acid, the
proportion to total SCFA was quite higher outside than
inside the membrane at the advanced stages of fermenta-
tion (Table 4). This could have been due to the extraction
efficiency of the PEG solution, given that the partition is
better for the longer more hydrophobic chains. Interest-
ingly, in the human colon, since passive diffusion is the
predominant mechanism of absorption of SCFA, the
absorption increases in relation to the chain length of the

Fig. 3 Concentrations (mM) of 35 15
short chain fatty acids produced 30 { Acetic acid Propionic acid
in the model system inside H 25 1
and outside Ny the dialysis 20 |
membrane. Data are mean S 151
values from five determinations £ 104 0.5 1
< s
Q o 0
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Table 4 SCFA ratios produced in the model inside and outside the membrane along 48 h

Time (h)
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Inside
Acetate/total 0.94 + 0.02 0.95 + 0.01 0.91 & 0.06 0.86 £+ 0.03 0.88 £+ 0.04 0.89 £+ 0.01 0.88 £+ 0.01 0.83 + 0.02 0.85 + 0.01

Propionate/total 0.06 = 0.02 0.02 £ 0.00 0.03 £ 0.03 0.02 £ 0.01
0.03 £ 0.01 0.06 £0.03 0.12 £0.05 0.11 £0.04 0.09 £ 0.03 0.10 £ 0.01 0.16 £ 0.02 0.15 £ 0.01

Butyrate/total 0
Outside

Acetate/total 0

Propionate/total 0

Butyrate/total 0 0 0.02 £+ 0.03 0.14 £ 0.05
Total
Acetate/total 0.94 + 0.02 0.95 £ 0.00 0.92 + 0.04 0.85 £+ 0.01

0.01 £ 0.00 0.02 £0.01 0.02 £ 0.00 0.01 £0.00 0.01 £ 0.00

0.97 &£ 0.02 0.93 £ 0.04 0.84 & 0.08 0.75 £ 0.02 0.71 £ 0.04 0.63 £ 0.02 0.60 £ 0.03 0.52 & 0.05
0.03 & 0.02 0.05 £ 0.07 0.03 &+ 0.04 0.03 £ 0.04 0.04 £ 0.01 0.06 & 0.03 0.07 £ 0.00 0.06 & 0.02

0.21 & 0.06 0.25 £ 0.05 0.31 & 0.01 0.34 £ 0.03 0.42 £ 0.08

0.86 = 0.03 0.85 £ 0.01 0.80 £ 0.01 0.79 £ 0.01 0.80 £ 0.01

Propionate/total 0.06 = 0.02 0.03 £ 0.01 0.03 £ 0.01 0.02 £ 0.02 0.01 £0.01 0.02 £0.01 0.03 £0.01 0.02 £0.01 0.02 £ 0.00

Butyrate/total 0

0.02 £ 0.01 0.05 £0.03 0.13 £0.03

0.13 £ 0.04 0.13 £0.00 0.16 £ 0.00 0.19 £ 0.01 0.18 £ 0.01

Data are mean values from five determinations £SD

fatty acid, absorption of butyric acid being significantly
greater than that of acetic acid (Vogt and Wolever 2003).
According to Vogt and Wolever (2003) the mean percentage
of absorption of acetic acid in human colon is 24%, while for
propionic acid it is 28% and for butyric acid 30%. The data
presented in Fig. 3 show that the mean concentrations of
acetic and butyric acids outside the membrane were 23% and
47% of the concentration inside the membrane respectively,
which agrees with absorption data from the real human
colon. Propionic acid exhibited poorer production, particu-
larly at the end of fermentation, and concentration was higher
outside the membrane than inside. In general, the absorption
system using this PEG solution can be considered an effec-
tive approach to simulate the absorption of SCFA in the
human colon.

SCFA ratios in the model system (Table 4) revealed that
at the beginning of the fermentation, acetate was by far the
predominant compound, and that the proportion of the
other two compounds was very low. However, after 12 h
the proportion of butyrate increased and that of acetate
decreased. Significant changes were not observed for the
propionate ratio. Low production of propionate is also
reported by other authors (Duncan et al. 2003; Macfarlane
and Macfarlane 2006) depending on the substrate and the
microbiota.

In the colon, the normal proportion of SCFA is about
60% acetic, 20% propionic and 20% butyric acids (Mac-
farlane and Cummings 1991). Nevertheless, the molar
proportion of these products depends on a number of fac-
tors, including diet and microbiota (Louis et al. 2007). In
our study, concentration of acetic acid was very high at the
beginning of the fermentation, but its proportion tended to
diminish as fermentation developed. On the other hand, the
amount of butyric acid was 0 when fermentation began, but

it increased through the process and reached 18% of the
total SCFA at 48 h. Propionic acid remained at very low
proportions all the time.

An experiment was run in which TSB was fed into the
model system instead of the food substrate and the SCFA
were determined. Results are shown in Table 5. In this
experiment the pH did not reach the value of 5.5, which was
usual when the food substrate was used; instead, the pH in the
TSB was not lower than 6.5, indicating a poor production of
SCFA. The low values of butyric acid obtained in this sub-
strate were due to the lack of starch, which has an important
role in the production of this metabolite in the colon (Ahmed
et al. 2000; Schwiertz et al. 2002). According to Duncan
et al. (2003), the SCFA proportions are strongly affected by
the substrate; they obtained the highest proportion of buty-
rate (13.6%) when they used amylopectin as substrate. This
value is consistent with our results (Table 4) when the food
substrate was fed into the system. These authors also report
that they obtained very high proportions of acetate when they
used other substrates such as pectin.

Macfarlane and Macfarlane (2006) indicate that the
SCFA proportions depend not only on the substrate, but

Table 5 Short chain fatty acids produced when TSB was used as
substrate in the colon model system

Acetate Propionate Butyrate

Inside Outside Inside Outside Inside Outside
14.5 11.96 1.86 1.40 0.36 0.29
24 h 18 h 24 h 24 h 30 h 30 h

Values are the maximum concentrations reached (mM) within the
48 h of fermentation inside and outside the membrane; the time in
which these concentrations were reached is indicated below the
concentration
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also on the kind of microbiota in terms of whether they are
either biofilm forming or nonadherent bacteria. Our study
revealed SCFA proportions (see Table 4) which were
closer to their results when they used starch as the substrate
for the nonadherent bacteria (0.8:0.06:0.22 for acetate,
propionate and butyrate, respectively); for the same sub-
strate but with the biofilm population, the proportion of
butyrate was lower (0.88:0.04:0.08). This means that the
population developed in our colon model was metabolically
more similar to the nonadherent microbiota, which is not
surprising since the fecal microbiota is composed mainly of
nonadherent bacteria. Therefore, it is important to consider
that results obtained from the proposed model will depend on
the kind of inoculum used; in the current study, the inoculum
was obtained from faeces, and certainly different results
should be expected with a microbiota directly obtained from
colonic biopsies.

Conclusions

Continuous operation of the colon model for 48 h dem-
onstrated the capability of the system to simulate the colon
function and showed the effect of the food substrate on
maintaining the microbiota. The absorption system repro-
duced the conditions of the human proximal colon
adequately in terms of SCFA absorption. We were able to
monitor the microbial population and SCFA production
without difficulty along the fermentation and the system
reproduced the conditions of the human colon well. Thus,
our model system could be used to study the colonic
microbiota, and applications could be made to study
changes induced by diet and by components such as pre-
biotics. At this time, the model is being used to study the
prebiotic effect of resistant starch. Results will be pub-
lished elsewhere.
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