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1. Resum

Aquest estudi avalua els avantatges que presenten les espécies bacterianes probiodtiques
formadores d’endospores, Bacillus i Clostridials, en la producci6 industrial d’aliments
probiotics. La viabilitat de les espécies Bacillus amb beneficis per la salut, sotmeses a
altes temperatures en diferents processaments industrials i a condicions gastrointestinals,
ha demostrat ser superior que les presentades per Clostridia, Lactobacillus i
Bifidobacterium. D’entre totes les soques testades, destaca Bacillus coagulans GBI-30,
6086 en la majoria de processaments i matrius alimentaries. Els multiples beneficis que
presenten les especies clostridials Clostridium butyricum i Faecalibacterium prausnitzii
en la salut humana suggereixen el seu gran potencial probiotic. La realitzacio de futurs
estudis de resisténcia €s necessaria per determinar el futur dels clostridials en la industria

alimentaria.

Paraules clau: probiotic, bacteris formadors d’espores, Bacillus, Clostridials, Industria

alimentaria.
2. Abstract

This research evaluates the benefits presented by probiotic spore-former species, Bacillus
and Clostridials, in the probiotic food industrial production. The viability of Bacillus
species with health benefit, subjected to high temperatures in different industrial
processes and to gastrointestinal conditions has proved to be higher than the ones
observed in Clostridia, Lactobacillus and Bifidobacterium. Among all the strains tested,
Bacillus coagulans GBI-30, 6086 outstands in most food processing and matrices. The
multiple benefits that the clostridials species Clostridium butyricum and
Faecalibacterium prausnitzii show in human health suggest their huge probiotic
potential. Conducting subsequent survival studies is necessary to determine the future of

clostridials in the food industry.

Key words: probiotic, spore-forming bacteria, Bacillus, Clostridials, food industry.
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3. Introduccio

3.1. Justificacio del tema

En I’ultima década hi ha hagut un creixement exponencial del protagonisme dels
probiotics en la indistria alimentaria, a banda de I’administracio de probiotics sols per al
tractament d’algunes disfuncions digestives. Els beneficis que han demostrat
proporcionar per la nostra salut, han derivat en que grans empreses proposin la produccio6
d’aliments funcionals amb probiotics als seus departaments d’Investigacié i
Desenvolupament, com he pogut comprovar treballant en el departament d’I+D de
Delafruit S.L.U (La Selva del Camp, Tarragona). En la industria alimentaria els productes
son sotmesos a tractaments térmics a altes temperatures per tal d’evitar contaminacions
microbianes, posant en risc la viabilitat dels probiotics. Els bacteris esporulats poden ser
de gran rellevancia per esquivar aquest problema, ja que en ambients extrems de
temperatura, son capacos de resistir i mantenir la seva viabilitat en forma d’espora i

germinar un cop es troben en condicions adients en el tracte gastrointestinal.
3.2. Definicio de probiotic

L’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) i1 I’Organitzacié de les Nacions Unides per a
I’Alimentaci6 i I’Agricultura (FAO) defineixen de manera oficial els probidtics com
“microorganismes vius que, quan séOn administrats en quantitats adequades, proporcionen
beneficis per la salut de I’hoste”. Aquests beneficis venen donats per la intervencio directa
dels probiotics en D’alteraci6 de la poblacié de microorganismes que conformen la

microbiota.

Un cop definit el terme probiodtic, s’ha d’especificar quines condicions ha de complir un
producte per ser comercialitzat com a probiotic. A Italia i Canada han consensuat que
s’accepta la venda de probiotics, com a aliments o suplements alimentaris, sempre que el
producte contingui un nombre minim de cél-lules viables d’1x10° CFU (Hill et al., 2014).
Un altre requisit establert és que la soca probiotica ha d’estar ben caracteritzada i s’ha de

demostrar la seva seguretat pel consum huma i els beneficis que comporta per la salut.
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3.3. Impacte dels probiotics en la microbiota

La microbiota del tracte gastrointestinal és constitueix per la comunitat microbiana viva
que creix al tracte digestiu. Aquests microorganismes poden ser bacteris tant aerobics
com anaerdbics, virus, fongs i protozous. Es molt important que hi hagi una homeostasi
entre els constituents d'aquest ecosistema, ja que hi ha una relacid entre els canvis en la
microbiota i l'aparici6 de malalties, l'estat de la salut i1 alteracions en el sistema
immunitari. La microbiota contribueix de manera directa en la nostra salut a nivell
intestinal 1 sistematic incidint en el metabolisme, el sistema de defensa de 1’hoste,
prevenint el creixement de patdogens al competir contra ells i assistint el sistema

Immunitari.

Administrar bacteris probiotics, similars als bacteris beneficiosos de l'intesti, t¢ un
impacte en la transformacié de la microbiota, passant des d'un estat de predominanga
patogenica cap a un ecosistema microbiotic més beneficids. Per tant, els probiodtics sén
un focus d'estudi per tractar de restablir la disbiosi intestinal, de forma que hi hagi de nou
un balang equilibrat en la microbiota. D’aquesta forma es poden prevenir malalties com
el sindrome de I’intesti irritable, el cancer i la malaltia de Crohn, entre d’altres (Kim et

al., 2019), 1 conseqiientment millorar la salut de I'hoste en general.

Algunes espécies de bacteris compten amb diferents mecanismes d’accio que els permet
ser considerades com a probiodtics, ja que aquests permeten el procés de probiosi i per
tant, aporten les propietats que seran beneficioses per la salut de I’hoste. L’adhesi6 a la
superficie de les mucoses del lumen intestinal i1 c¢l-lules epitelials fa que els probiotics
representin una competeéncia pels patogens a l'hora d'unir-se a receptors, d'obtenir
nutrients o d'evitar la colonitzaci6 (Howarth & Wang, 2013). A més poden millorar la
funcio de la mucosa del digestiu, protegint la integritat de la barrera intestinal. Aquesta
defensa que proporcionen s'ha vist que pot ser originada per la capacitat de modificar
l'expressio de les proteines Tight Junction, per tal d’atenuar un possible augment de la
permeabilitat de l'intesti en una situacid de disbiosi. Tenen la capacitat de regular la
cin¢tica cel-lular modulant els processos de proliferacido i apoptosi cel-lular. S'ha
demostrat també que secreten factors probiotics com bacteriocines, proteines que
inhibeixen el creixement de soques properes o bacteris similars als organismes
productors. Aquestes bacteriocines inhibeixen l'adhesié d’alguns patogens entérics

coneguts, interaccionen amb les seves membranes bacterianes comprometent la seva



Bacteris esporulats: probiotics en la industria alimentaria Julia Alvaro Serrano

viabilitat. La preséncia de bacteris probidtics també promou les respostes immunes i
adaptatives, no només a nivell intestinal. La mucosa intestinal no esta aillada de la resta
de I’organisme i molt menys de la resta de teixits immunes ja que aquesta esta irrigada
per vasos sanguinis i1 limfatics. Per tant, antigens probiodtics poden entrar a circulacio
sanguinia pel sistema limfatic a través del ducte toracic, fent que I’administracié de

probiotics tingui un impacte en la immunitat sistémica a nivell d’organisme.
3.4. Bacteris probiotics

Generalment, els probiotics amb més rellevancia en el mercat actual son bacteris del
generes Lactobacillus 1 Bifidobacterium, que es troben de forma natural en la microbiota
intestinal sana, sobretot Bifidobacterium, perd també en el iogurt o s’afegeixen a altres
llets fermentades. Tot i1 aixo, cada cop hi ha més estudis que es centren en demostrar
l'eficiéncia d'altres especies com a probiotics amb caracteristiques 1 beneficis terapeutics

diferents (Taula 1).

Entre la gran quantitat de probiotics que hi ha en us o en estudi avui en dia, trobem els
bacteris formadors d'espores, son un exemple els del génere Bacillus i altres de la classe

Clostridia, coneguts com a Clostridials.
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Taula 1. Especies bacterianes amb capacitat probiotica.
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3.5. Bacteris formadors d’espores

Els bacteris formadors d’espores son aquells que tenen la capacitat de formar endospores.
Dintre d’aquest grup els grans protagonistes son les classes Bacilli i Clostridia, les quals
formen part del filum Firmicutes, bacteris grampositius de baix contingut G+C. Els
bacteris esporulats poden presentar formes morfologicament diferents. Segons les
condicions ambientals externes, tenen la capacitat de formar endospores (Fig. 1) o de

quedar-se en forma de c¢l-lula vegetativa.

L’esporulacié comenga amb 1’aparicié d’una mena d’invaginacid que provoca la
formacié d’un esporangi (Khanna et al., 2020), dividint de forma asimétrica la c¢l-lula
bacteriana. Aquest esporangi consta de dues cel-lules de diferents mides, la petita
s’anomena forespora i la més gran és la cél-lula mare. El segiient pas consisteix en que la
cel-lula mare embolcalla la forespora, tancant la forespora dintre del citoplasma de la
cel-lula mare. Un cop es produeix aquesta situacid, I’espora comenga el procés de

maduracid i per tant, la formaci6 de les seves capes.
c
— —

Figura 1. Procés de formacio de [’endospora de B. subtilis observat per tomografia crio-electronica. (a)

Esporangi amb un septe polar naixent. (b,c) Esporangis amb septes plans i engolidors. (d) Esporangi amb
la forespora totalment envoltada. (e) Esporangi amb pelatge i escor¢a en desenvolupament. (d) Espora

madura. Font: Il-lustracio de Khanna et al. (2020)
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L’esporulacio és un mecanisme que utilitzen els bacteris quan es troben en condicions
ambientals desfavorables com temperatures i pH extrems, falta de nutrients, radiacions,
dessecacio entre d’altres. L'espora bacteriana gracies a les capes protectores que forma
(Khanna et al., 2020) és la cel-lula més resistent que hi ha en la natura, té la capacitat de
mantenir la viabilitat del bacteri en condicions ambientals de temperatura, osmolaritat,
dessecacio, etc. (Gupta & Maity, 2021), en les que la cel-lula vegetativa no seria capag.
Aquesta caracteristica fisiologica pot arribar a proporcionar certes avantatges per la

industria alimentaria.
3.5.1. Beneficis de I’is d’esporulats en els tractament térmics

Durant la produccié d’un producte alimentari, és comu la utilitzaci6 de técniques com la
pasteuritzacid. La pasteuritzacid és un tractament térmic suau, on es sotmet al producte
alimentari a temperatures inferiors als 100°C, generalment durant uns minuts. La
temperatura i durada del tractament pot variar depenent del pH i de la vida util que es
vulgui aconseguir per aquell producte. Es requeriran menors temperatures com més acid
sigui el pH, degut a qué un ambient acid ja limita molt el creixement bacteria. D’altra
banda, es requerira un augment de la temperatura per augmentar la vida util del producte,
potenciant aixi 1’estabilitat del producte a temperatura ambient. La pasteuritzacio a 90°C
aconsegueix preservar la majoria del perfil nutricional i parametres organoléptics de
I’aliment segons el procediment industrial utilitzat en ’empresa Delafruit S.L.U (La
Selva del Camp, Tarragona). Aquest tipus de processament es realitza amb la finalitat
principal d’eliminar les possibles contaminacions per patogens i proporcionar garantia de
seguretat microbiologica. Bacteris i altres microorganismes no solen resistir a les
condicions definides anteriorment. Encara que els bacteris probiotics estiguin presents en
el producte final, la seva viabilitat disminueix significativament després de passar per tots
els processos de produccio, a excepcid dels bacteris formadors d’espores. Els géneres no
esporulats com Lactobacillus 1 Bifidobacterium mostren una baixa taxa de supervivéncia
en el processament térmic 1 en el tracte gastrointestinal i, son inestables a temperatura
ambient durant ’emmagatzematge i la distribuci6 (Majeed et al., 2021). Per aquests
motius, s’ introdueixen en aquesta industria els bacteris formadors d’espores. L’endospora
que formen els bacteris esporulats els confereix una alta resisténcia i estabilitat a I'estrés
causat pel xoc térmic, durant la produccio industrial i els processos d’emmagatzematge

del producte final. A més, dona una major proteccié front les condicions de pH, els acids
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biliars i enzims digestius (Shinde et al., 2019) que han de superar els probiotics a través

del tracte gastrointestinal, augmentant-ne aixi la seva viabilitat.

Per tant, les propietats que els confereix I’endospora als bacteris esporulats i els beneficis
que s’ha demostrat que poden proporcionar a la salut humana (Taula 1), fan que aquest
grup bacteria pugui arribar a ser el futur per la induastria alimentaria dels probiotics. Ara
bé, dintre d’aquest grup no es sap ben bé, quina especie €s la candidata més prometedora

a tenir en compte en la produccié d’un producte probiotic.
3.5.2. Avaluacio per identificar un bon model probiotic

Com ja s’ha mencionat anteriorment, un bacteri probiotic ha de complir una serie de
requisits, en base a la guia publicada per la FAO/FDA (World Health Organization: Food
and Agriculture Organization of the United Nations, 2006) per 1’avaluacié de
microorganismes per al seu Us com a probiotics en aliments, de forma que aquest pugui

ser llengat al mercat com a producte segur i eficient (Taula 2).

El primer pas és que la soca probiotica pugui ser aillada de la seva font d’origen 1 estigui
ben caracteritzada. Aquesta caracteritzacid a nivell fenotipic i genotipic es realitza
mitjancant la cerca en col-leccions de cultius oficials 1 a través de metodes de
seqiienciacio, entre els quals el més comunament utilitzat és la seqiienciacid 16S rRNA.
A continuaci6 és necessaria ’avaluaci6 de seguretat de la soca probiotica per demostrar
la seguretat per al consum animal i huma segons a la industria alimentaria a la que vagi
dirigit el producte final. Al destinar la comercialitzacio del probiotic cap a la industria
alimentaria és necessari el segilient pas. Aquest pas consisteix en la realitzacio d’estudis
de resisténcia de la soca probiotica al processament térmic, a diferents temperatures a les
quals sera sotmes el bacteri en concret i dintre de varies matrius alimentaries, per tant, a
diferents pH. A més, s’ha de tenir en compte que el producte final passara per un periode
d’emmagatzematge i transport abans de ser comercialitzat, processos que poden afectar
la viabilitat del probiotic. Per tant, és essencial realitzar estudis de supervivencia,
fisicoquimics 1 sensorials tenint en compte les condicions ambientals variables per les que
pot passar el producte final. El tercer pas €s 1’analisi de la supervivéncia del probiotic i la
germinaciod de les endospores al tracte gastrointestinal. Per dur a terme aquests estudis de
tolerancia del probiotic, a pH extrems d’acid 1 bilis que es troben al llarg del tracte, es fa

amb models in vitro que imiten aquestes condicions. També es poden dur a terme en fases
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precliniques, analitzant mostres de femta de pacients als qual se’ls ha administrat el

probiotic en concret.

Un cop es demostra la resisténcia del probiotic tant al processament térmic com a les

condicions gastriques i intestinals i la seva seguretat és necessari que es determini si

realment la seva administracié6 comporta un benefici a nivell d’organisme, perd també és

important que s’indiquin quins riscs pot comportar el seu consum. Finalment, és

interessant comprovar 1’existéncia de productes comercialitzats que ja continguin la soca

probiotica d’estudi.

Taula 2. Classificacio d’algunes metodologies utilitzades per analitzar cadascun dels factors essencials

per l’avaluacio d’una soca amb propietats potencialment probiotiques.

Factors essencials

Tipus d’analisis

Refereéncies

Caracteritzacio i

seguretat

Resistencia al
processament termic
Viabilitat del probiotic
en el producte

Supervivencia al tracte

gastrointestinal

Beneficis del consum

Riscs que comporta el

seu consum

Productes comercials

Seqiienciaci6 16S rRNA i rtMLST, entre
d’altres. Preséncia en col-leccions de
cultius. Estudis in vitro d’abséncia de
patogenicitat, factors de viruléncia,
estabilitat genética, activitat antimicrobiana,
citoxicitat, producci6 de metabolits no
desitjats, resistencia a antibiotics, proves

precliniques en models animals i humans.

Proves de viabilitat segons la matriu

alimentaria (variables de temperatura i pH)

Proves de tolerancia a condicions

d’emmagatzematge i transport

Tolerancia de les condicions de pH acid,

concentracio biliar i germinacio a I’intesti

Eficacia demostrada en afeccions diverses
Transferencia de gens horitzontal,

bacteriémies.

Eficacia i seguretat d’una soca concreta ja

comercialitzada

Lefevre et al. 2017
Brodmann et al. (2017)
Spears et al. (2021)

Mokhtari et al. (2019)
Soares et al. (2019)

Majeed et al. (2021)
Soares et al. (2019)

Majeed et al. (2021)
Soares et al. (2019)
Shinde et al. (2019)

Kim et al. (2019)

(Isaetal., 2016)

U.S. Food and Drug
Administration, 2015
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3.5.3. Especies probiotiques esporulades d’interés

Geénere Bacillus

Bacillus es caracteritza per ser un bacteri formador d’espores, grampositiu i generalment
creix en condicions aerdbiques, encara que algunes especies poden ser aerobiques
facultatives (Raddadi et al., 1996). Han estat estudiats ampliament com a probiotics tant
per I’is animal com en humans i s’han utilitzat durant anys en processos de fabricacio
d’aliments . Compten amb una llarga historia d’us segur i I’abséncia de patogenicitat de
la majoria d’especies de Bacillus ha estat demostrada en multiples estudis (Endres et al.,
2009; Lakshmi et al., 2017; Lefevre et al., 2017; Rychen et al., 2017; Spears et al., 2021).
Per tant, representen un especial interes en les industries biotecnologiques, alimentaries i
de la salut. D’entre totes les espécies de Bacillus, B. coagulans és molt estudiat
clinicament i industrialment, a més ha mostrat un ventall de beneficis per la salut (Majeed
et al., 2019). D’altra banda, 1’espécie Bacillus subtilis també és una soca ampliament
estudiada a nivell biotecnologic i presenta un llarg historial de consum segur com a

suplement i ingredient alimentari (Lefevre et al., 2017).

Classe Clostridia (Clostridials)

Bibliograficament es coneix que des del naixement, la microbiota humana va sent
progressivament colonitzada per Clostridials (Cassir et al., 2016). El grup Clostridia sén
bacteris formadors d’espores, grampositius i estrictament anaerobics. L’any 2010 es va
detectar Clostridium butyricum en un 44% de mostres fecals recollides de 76 neonats
(Ferraris et al., 2010). D’altra banda, Faecalibacterium prausnitzii representa un 5 % de
tota la microbiota fecal en adults sans (Martin et al., 2017). Per tant, els Clostridials son
residents naturals de la nostra microbiota i al ser formadors d’espores poden tenir una
llarga vida util i mantenir la seva viabilitat front processos industrials, és per aixo que son
un focus d’interés en I’ambit dels probiotics. Els tltims 5 anys, especies d’aquest grup
com C. butyricum 1 Faecalibacterium prausnitzii han estat associades a 1’aportacio de
multiples beneficis per la salut humana (Ferreira-Halder et al., 2017a; Stoeva et al.,

2021a).
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4. Objectius

Objectiu principal

En aquesta revisid bibliografica es pretén ratificar les avantatges que presenten els
bacteris formadors d’espores per la industria alimentaria dels probiotics. Per realitzar
aquesta tasca es descriuran els bacteris esporulats més rellevants com a possibles

probiotics.

Objectius secundaris

Entre les espécies seleccionades es desenvolupara un estudi comparatiu per discutir quina
d’aquestes pot presentar un major benefici per la salut i pel processament de 1’aliment. A
més a més, es plantejaran nous enfocaments o possibles estudis de futur en el camp dels
aliments probiotics. Es revisaran alternatives a les presentades en 1’estudi, que permetin
superar les limitacions d’aquests bacteris beneficiosos durant el processament del

producte.

5. Meétodes

Criteris de cerca

La metodologia que ha seguit aquest estudi ha estat la revisio bibliografica a través de les
bases de dades PubMed, Science Direct i ELSEVIER, per respondre als objectius
establerts. També he realitzat cerques sobre les diferents soques probiotiques en les
pagines web d’organismes com la Food and Drug Administration, U.S. (FDA) i la
European Food Safety Authority (EFSA). Aquesta recerca s’ha dut a terme entre els
mesos de marg i juliol de 2022, 1’ultim article ha estat seleccionat el 15 de juliol 2022.
S’ha fet s de les eines que ofereixen aquestes plataformes, com 1’Advanced Search i
operadors booleans com “AND” i “OR”. Les combinacions de paraules claus realitzades
en diferents cerques i incloses per a tots els camps han estat “(spore-forming bacteria OR
esporulated bacteria) AND probiotics”, “safety assesstment probiotics”, “Bacillus OR
Clostridium OR Faecalibacterium prausnitzii probiotic”, “thermostable probiotic”,
“(pasteurized OR pasteurization) AND probiotics”. Realitzant la primera cerca amb les

paraules claus “(spore-forming bacteria OR esporulated bacteria) AND probiotics”, la

major part d’estudis publicats parlaven sobre les especies de Bacillus i ’ordre dels
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Clostridials. Es per aix0, que la revisio present es focalitza en aquests grups bacterians.
A més a més, al ser un camp tant ampli ha estat necessari fer cerques més concretes per
cada soca bacteriana escollida amb paraules clau com “safety assessment” i

“gastrointestinal resistance”.

Criteris d’inclusid 1 d’exclusio

Un dels criteris d’inclusio6 per realitzar I’estudi comparatiu de les especies seleccionades
ha estat que en I’abstract o paraules clau es faci mencio dels conceptes “probiotic/s”,
“bacteris esporulats” concretament del génere Bacillus i de la classe Clostridia, o de la
“microbiota intestinal”. Aquests articles han d’estar publicats en posterioritat a 1’any
2012, per tenir en compte les publicacions de tota una década. S’ha donat preferéncia a
estudis que facin referéncia a la industria dels aliments. L’idioma d’inclusio escollit és
I’anglés. Es seleccionen aquells articles que siguin Free full text i/o els disponibles en
linia a través del Servei d’Accés a la Biblioteca Digital (SABiDi), que proporciona el
Centre de Recursos per a I’ Aprenentatge i la Investigacié (CRAI) de la URV. Han quedat
exclosos aquells articles que es centrin en espécies no seleccionades per fer I’estudi o

especies no formadores d’espores.

Seleccid d’estudis

Amb les diferents combinacions de paraules claus utilitzades per realitzar les cerques
mencionades anteriorment, es van seleccionar 35 articles (Taula 3) per revisar els
avantatges que presenten els bacteris esporulats i realitzar I’estudi comparatiu entre les

especies escollides.

La consulta de la resta de bibliografia que s’inclou en aquest estudi, que no pertany a la
seleccid d’articles que segueix els criteris d’inclusid i exclusio per realitzar la comparativa
de les diferents especies de bacteris esporulats, ha estat necessaria per poder introduir i

comprendre el tema de recerca.
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Taula 3. Articles escollits segons el tipus d’avaluacio realitzada. Alguns dels articles classificats en

caracteritzacio i seguretat, també han estat utilitzats en altres tipus d’avaluacions durant la revisio

bibliografica.

Tipus d’estudi

Especie i soca bacteriana

Referéncia

Caracteritzacio 1

seguretat

B. coagulans GBI-30, 6086

B. coagulans MTCC 5856

B. subtilis MB40

B. subtilis DE111

B. subtilis CU1

B. subtilis PB6

C. butyricum UBCB70

C. butyricum MIYAIRI 588

F. prausnitzii

F. prausnitzii DSM 17677

(Salvetti et al., 2016)
(Kumar et al., 2020)

(Majeed, Nagabhushanam,
Natarajan, Sivakumar,
Eshuis-de Ruiter, et al.,
2016)

(Majeed et al., 2018)

(Spears et al., 2021)

(Paytuvi-Gallart et al.,
2020)
(Labellarte et al., 2019)

(Lefevre et al., 2017)
(Rychen et al., 2017)
(Sulthana et al., 2019)
(Isaetal., 2016)

(Martin et al., 2017)
(Hu et al., 2022a)

(Machado et al., 2022)

Resisténcia a
processament

térmic

Bacillus coagulans GBI-30, 6086
Bacillus coagulans MTCC 5856
Bacillus subtilis Bnl

Bacillus subtilis PB6

Bacillus subtilis PXN21

B. coagulans GBI-30, 6086
B. coagulans MTCC 5856
B. subtilis PB6

B. subtilis PXN21

(Almada-Erix et al., 2021)

(Soares et al., 2019)
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F. prausnitzii

C. butyricum NN-2

Jalia Alvaro Serrano

(Ferreira-Halder et al.,
2017b)

(Khan et al., 2014)
(Bircher et al., 2018)

(Li et al., 2020)

Resisténcia

gastrointestinal

B. coagulans GBI-30, 6086

B. coagulans MTCC 5856

B. subtilis DE111
B. subtilis CU1

F. prausnitzii

C. butyricum

(Keller et al., 2019)

(Majeed et al., 2021)
(Shinde et al., 2019)

(Colom et al., 2021)
(Lefevre et al., 2015)

(Foditsch et al., 2014)
(Hu et al., 2022b)

(Liang et al., 2021)

Beneficis del

consum

B. subtilis MB40

C. butyricum MIYAIRI 588

F. prausnitzii

(Penet et al., 2021)

(Ariyoshi et al., 2022)
(Stoeva et al., 2021b)
(Diirre, 2014)

(Leylabadlo et al., 2020)
(Foditsch et al., 2015)

Riscs del consum

B. clausii

(Garcia et al., 2021)
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6. Resultats i discussio
6.1. Bacillus

6.1.1. Caracteritzacio i seguretat

L’avaluacié de seguretat d’un probiotic pel seu Gs com a suplement alimentari ha
d’incloure la seva correcta identificacid i1 1’estudi de resisténcia a antibiotics, toxicitat i
estabilitat genomica mitjancant meétodes fenotipics i genotipics, seguint els requisits de la

European Food Safety Authority (EFSA).

Per tal de dur a terme aquest analisi comparatiu, es reflecteixen les avaluacions de
seguretat dutes a terme per les soques Bacillus coagulans GBI-30, 6086 (Salvetti et al.,
2016), B. coagulans MTCC 5856 (Majeed, Nagabhushanam, Natarajan, Sivakumar,
Eshuis-de Ruiter, et al., 2016), Bacillus subtilis MB40 (Spears et al., 2021), Bacillus
subtilis DE111 (Paytuvi-Gallart et al., 2020) 1 Bacillus subtilis CU1 (Lefevre et al., 2017).

Identificaci6 taxondmica de les soques probiotiques de Bacillus

Bacillus coagulans GBI-30, 6086 ¢és una soca bacteriana patentada per Ganeden Biotech,
Inc. (Mayfield Heights, OH) depositada en la col-leccid American Type Culture
Collection sota el nom de B. coagulans PTA-6086. Aquesta soca probiotica esta
reconeguda com a generally recognized as safe (GRAS) per la FDA (U.S. Food & Drug
Administration, 2016) 1 inclosa en el llistat d’organismes Qualified Presumtion as Safety
(QPS) de la EFSA (Koutsoumanis et al., 2022). Salvetti et al. (2016) seqiiencien el gen
complet 16S rRNA de B. coagulans GBI-30,6086. L’alineament amb B. coagulans DSM
i altres generes Bacillus representatius mostren un 99,92% d’identitat, confirmant que B.
coagulans GBI-30, 6086 correspon a 1’espécie Bacillus coagulans. La tipificacid de
seqiiencies ribosomiques multilocus de 49 seqiiencies de gens rps (S ribosomal proteins),

identifica la soca per a tots els nivells taxonomics confirmant els mateixos resultats.

Bacillus coagulans MTCC 5856, és una soca probiotica patentada per Sabinsa
Corporation/Sami Labs Limited, depositada la col-lecci6 de cultius Microbial Type
Culture Collection i Gene Bank. Aquesta soca probiotica ha estat caracteritzada com a
GRAS (U.S Food and Drug Administration, 2015). Majeed et al. (2016) realitzen estudis
fisiologics 1 de perfil bioquimic, seqiienciacié 16S rRNA, tipificacié de seqiiencies

multilocus i la técnica de GTG 5°" and BOX PCR fingerprinting per identificar la soca
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bacteriana Bacillus coagulans MTCC 5856, revelant que correspon a 1’especie Bacillus
coagulans. La U.S Food and Drug Administration (2015) indica un 99,5% d’identitat amb
la soca Bacillus coagulans ATTC 7050. A més a més, Majeed et al. (2016) demostren
que B. coagulans MTCC 5856 manté la seva identitat almenys durant els tres anys (2018-

2010) de producci6 de lots industrials de la mateixa soca.

Bacillus subtilis MB40 ¢és una soca probiotica depositada en la American Type Culture
Collection. Gracies a 1’avaluaci6 de seguretat realitzada per BIO-CAT Microbials i altres
laboratoris, es reconeix aquesta soca com a GRAS (U.S. Food & Drug Administration,
2020). En I’avaluacio6 publicada per la FDA, es realitza la seqiienciaci6 del genoma sencer
de B. subtilis MB40 1 I’analisi de parells de bases d’ADN ribosomic 16S. Els resultats
confirmen que la soca B. subtilis MB40 s’identifica amb 1’espécie B. subtilis en un 99%
d’identitat. Fenotipicament s’analitza el perfil de acids grassos d’aquesta soca, donant

validesa als resultats anteriors.

Altres estudis han indicat la soca probiotica Bacillus subtilis DE111 per a 1’as com a
suplement alimentari en nens (Paytuvi-Gallart et al., 2020). B. subtilis DE111 es troba
descrit en la col-leccio de soques de cultiu de la USDA National Center for Agricultural
Utilization Research i s’ha notificat com a microorganisme GRAS (U.S. Food & Drug
Administration, 2018). Amb la seqiienciacid 16S rRNA i als analisis bioinformatics duts
a terme per Cornell University (Inthica NY, USA), Microbe Inotech Laboratoies, Inc. i
Deerland Probiotics and Enzymes (Kennesaw GA, USA), s’obté un 99% d’identitat entre
aquesta soca i les espécies pertanyents a Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum. La FDA
confirma una identitat del 95% o superior amb B. subtilis CUI i amb la soca present de
forma natural en ’aliment japones natto. També s’han realitzat estudis d’identificacid
taxonomica de soques com Bacillus subtilis CU1 per al consum huma com a probiotic
(Lefevre et al., 2017). S’obte una alta homologia amb Bacillus subtilis subsp. subtilis i
Bacillus subtilis subsp. spizizenii. La seqilienciaci6 del gen gyr B confirma que B. subtilis
CUI1 es caracteritza com a B. subtilis subsp. spizizenii. Lefevre et al. (2017) per PCR
d’ADN polimorfic amplificat aleatori (RAPD) i electroforesis en gel de camp pulsat
(PFGE) mostren que B. subtilis CU1 és diferent a 13 soques Bacillus testades i que els

dos lots de B. subtilis CU1 analitzats son idéntics genotipicament.

Cal mencionar que a part de les soques amb potencial probidtic mencionades

anteriorment, n’hi ha altres, les quals sén més estudiades per 1’is com a suplements
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alimentaris, perod en animals. Bacillus subtilis PB6 esta inclos com a QPS per la EFSA
per al seu Us com a suplement alimentari en animals. B. subtilis PB6 ha demostrat la seva
eficacia i seguretat, evidenciant ’abséncia de toxigenicitat i resisténcia a antibiotics tant
humans com animals (Rychen et al., 2017). Per tant, el seu s podria ser derivat pel
consum en humans, ara bé seria necessaria una avaluacié de seguretat més exhaustiva i

la seva aprovacio per a aquest Us per organismes com la FDA o la EFSA.

Resisténcia a antibiotics

La resisténcia a antibiotics s’avalua mitjangant tests fenotipics com la determinacio de la
concentraci®6 minima inhibitoria (CMI), que s’entén com la minima concentraci
d’antibidtic que inhibeix el creixement bacteria. Aquests valors son comparats amb els
valors de tall de CMI establerts per la EFSA (2012). També es pot avaluar mitjangant
metodes de difusié amb discs impregnats d’antibiotic com el métode establert pel Clinical

Laboratory Standars Institute (CLSI).

L’analisi fenotipic realitzat per Salvetti et al. (2016) determina que B. coagulans GBI-30,
6086 ¢s resistent només als aminoglicosids kanamicina i estreptomicina, 2 dels 15
antibiotics amb els que s’ha testat. Els resultats de 1’analisi genotipic de B. coagulans
GBI-30, 6086 en la cerca de gens de resisténcia a aminoglicosids mostren que aquesta
soca presenta gens associats a la resisténcia a diferents antibiotics. Tot 1 aix0, s’assumeix
que aquests gens no son funcionals o no s’expressen lo suficient, ja que en 1’analisi
fenotipic no s’ha demostrat la resisténcia de B. coagulans GBI-30 a aquests antibiotics.
També s’han identificat els gens IE§9 07115 i IE89 03650 associats a la resisténcia a
aminoglicosids, pero s’ha demostrat que els elements relacionats amb aquesta resisténcia
no son facilment transferibles a altres bacteris. Per tant, aquests resultats confirmen que

la soca B. coagulans GBI-30, 6086 és segura en relaci6 a la resisténcia a antibiotics.

Majeed et al. (2016) determinen els valors de CMI de la soca B. coagulans MTCC 5856
per diferents antibiotics (clindamicina, kanamicina, ampicil-lina, estreptomicina,
vancomicina, eritromicina, gentamicina, tetraciclina i cloramfenicol). Tots els valors es
troben entre un rang de 0,0078-1,0lug/mL. B. coagulans MTCC 5856 mostra
susceptibilitat per tots aquests farmacs segons els rangs que estableix la EFSA (“Guidance

on the Assessment of Bacterial Susceptibility to Antimicrobials of Human and Veterinary
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Importance,” 2012). Un analisi genotipic (U.S Food and Drug Administration, 2015)

confirma 1’abséncia de gens de resisténcia en la soca B. coagulans MTCC 5856.

Spears et al. (2021) analitzen la resisténcia a antibiotics de la soca B. subtilis MB40
mitjancant dos metodes fenotipics: la difusio amb discs CLSI, basat en la mesura del
diametre de les zones d'inhibici6 i la mesura de CMI. La teécnica CLSI determina que
MB40 ¢és sensible a 18 dels 21 antibiotics testats. Aquesta soca presenta resisténcia a la
fosfomicina. D’altra banda a través de 1’analisi de CMI, confirmen que MB40 també ¢s
resistent a ’estreptomicina, potencialment a 1’ampicil-lina i susceptible a la resta

d’antibiotics.

Segons informa la FDA (2018), el genoma seqiienciat de la soca B. subtilis DE111
s’analitza per detectar la preséncia de gens de resisténcia a antibiotics i també es realitzen
proves de CMI. Cap gen de resisténcia a antibiotics és detectat en el genoma de B. subtilis

DEI111 i aquesta soca mostra susceptibilitat pels antibiotics comuns.

Lefevre et al. (2017) dintre de 1’avaluacié de seguretat de la soca B. subtilis CUI,
inclouen proves de resisténcia a vuit antibiotics (cloramfenicol, clindamicina,
eritromicina, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, tetraciclina i vancomicina),
comparant els valors de CMI obtinguts per aquesta soca amb els valors de tall publicats
per la EFSA, amb Staphylococcus aureus ATCC 29213 com a control de referéncia. Els

resultats mostren que B. subtilis CU1 és susceptible a tots els antibiotics anteriors.

Toxicitat (amines biogenes, factors de viruléncia, enterotoxines, lipopéptids)

La toxicitat també es pot mesurar de forma fenotipica i genotipicament avaluant la

capacitat de produccio de metabolits com amines biogenes, enterotoxines i lipopeptids.

Salvetti et al. (2016) cultiva B. coagulans GBI-30, 6086 en un medi que conté aminoacids
precursors d’amines bidogenes, demostrant 1’abséncia de produccié d’amines biogenes
tiramina, histamina, putrescina, cadaverina, feniletilamina, spermina i spermidina.
Genotipicament s’observa 1’abséncia dels gens associats a la produccié d’amines
biogenes excepte els que estan relacionats en les rutes metaboliques de 1’arginina a
putrescina i de putrescina a spermidina. Com en 1’analisi fenotipic no s’observa la
produccié d’amines biogenes s’assumeix que aquests gens no son funcionals o no

s’expressen als nivells suficients per detectar quantitats significants d’amines biogenes.

18



Bacteris esporulats: probiotics en la industria alimentaria Julia Alvaro Serrano

En B. coagulans GBI-30, 6086 es detecta la preséncia de certs factors de viruléncia
putatius, pero aquests no es consideren nocius. Aquesta absencia de risc es deu a que la
majoria d’aquests, estan associats a mecanismes de defensa, d’esporulacié i a estructures
extracel-lulars essencials per I’adhesi6 del probiotic a les cel-lules de 1’hoste 1 per la seva
supervivencia en el tracte gastrointestinal. La soca B. coagulans GBI-30, 6086 no conté
cap gen relacionat amb enterotoxines ni amb la produccié de peéptids nocius. Tampoc es
troben gens que codifiquen per surfactants i lipopéeptids ciclics, presents en gairebé totes
les soques hemolitiques de Bacillus. Aquesta soca de B. coagulans no presenta els gens
que codifiquen per 1’hemolisina BL, enterotoxina relacionada amb desordres

gastrointestinals.

Majeed et al. (2016) realitzen un estudi de toxicitat per la soca B. coagulans MTCC 5856
tant a nivell fenotipic com genotipic, comparant els resultats amb Bacillus cereus ATCC
14579. A nivell fenotipic, cultiven in-vitro les dues soques probiotiques en diferents
cultius de cel-lules Vero, linies cel-lulars ben establertes que es solen utilitzar en proves
de citotoxicitat (Lefevre et al., 2017). Microscopicament s’observa que el cultiu amb B.
cereus ATCC 14579 redueix la viabilitat cel-lular un 23%, a diferéncia de B. coagulans
MTCC 5856 on la linia cel-lular no presenta cap alteracio. Aquests resultats es confirmen
genotipicament, per PCR s’observa que B. coagulans MTCC 5856 no presenta cap dels

gens associats a la produccid d’enterotoxines presents en B. cereus ATCC 14579.

Pel que fa a I’especie Bacillus subtilis MB40, Spears et al. (2021) analitzen via nBLAST
1 BLASTx la preséncia de gens similars als que codifiquen per toxines en I’especie B.
cereus. No es troben seqiiéncies en MB40 associades a la producci6 de toxines. Una PCR
in silico amb primers especifics per a les seqiliencies nucleotidiques codificants de toxines
confirmen els resultats. També realitzen estudis fenotipics in vitro per determinar el
creixement de dues toxines comuns en ’especie Bacillus, la Bacillus diarrheal
enterotoxin (BDE) i la B. cereus enterotoxin (Bce T). Ninguna de les dues toxines son

detectades sota condicions tipiques de creixement de B. subtilis MB40.

La FDA (2018) indica que B. subtilis DE111 va ser avaluat mitjangant PCR amb primers
especifics per les toxines Hemolisina B, Citotoxina K 1 les Enterotoxines no hemolitiques
A, B1C.Lasoca B. subtilis DE111 va mostrar 1’abséncia dels gens productors d’aquestes

toxines comuns en algunes espécies patogeéniques Bacillus com B. cereus.
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Lefevre et al. (2017) avaluen in vitro I’activitat toxigénica de B. subtilis CU1. Els resultats
els comparen amb els controls positius Bacillus cereus 14579 1 SDS per 1’activitat
hemolitica, B. subtilis 13 GR per la produccio de surfactants i Clostridium difficile CD
VPI i B. cereus 14569 per avaluar la citotoxicitat. Els resultats indiquen que B. subtilis
CUI no indueix I’hemolisi d’eritrocits, en canvi B. cereus 14579 1 SDS si que ho fan. Per
la produccié de surfactants es cultiven B. subtilis 13 GR i1 B. subtilis CU1 en medis LB i
MH solids 1 liquids. La soca B. subtilis CUl no produeix cap metabolit amb activitat
surfactant en cap d’aquests medis, a diferéncia de B. subtilis 13 GR. L’activitat citotoxica
es duu a terme amb cultius de cel-lules Vero mitjangant la técnica de tincid de cristall
violeta. Els controls mostren una disminuci6 de la densitat Optica indicant activitat
citotoxica per la pérdua de viabilitat de cel-lules Vero. En canvi, B. subtilis CUl no

produeix variacions en la densitat Optica, demostrant I’abséncia de citotoxicitat.

Estabilitat genomica (integrases, transposons, CRISPR)

Salvetti et al. (2016) determinen 1’estabilitat genomica de B. coagulans GBI-30, 6086
amb un analisi bioinformatic d’elements de transicido com elements d’insercid, profags,
transposases, locis CRISPR i de les regions flanquejants de cadascun d’aquests elements.
Es troben nou gens que codifiquen transposases en el seu genoma, tot i que les regions
que els flanquegen no estan associats a cap gen nociu. També s’identifica la preséncia de
dos elements profagics, en les regions 58 i 137. Ara bé, s’observa 1’abséncia d’integrases
en el de la regio 58 i ’abséncia del gen que codifica per la tail tape measure protein,
proteina essencial per al profag. A més no s’identifiquen les regions attL i attR en cap de
les dues zones on es troben els elements profagics. Per tant, s’assumeix que aquests
profags no sén funcionals. Es detecta també la preséncia de tres clustered regularly
interspaced short palindromic repeats (CRISPR) i cinc gens que codifiquen
CRISPRassociated (cas) proteins al voltant d’un dels locus CRISPR. El sistema CRISPR
en B. coagulans GBI-30, 6086 promou la seva estabilitat genomica, ja que representa una

barrera d’entrada de DNA d’altres microorganismes.

Pel que fa a I’estabilitat genomica de B. coagulans MTCC 5856, Majeed et al. (2016)
confirmen que el seu genoma es manté estable durant els tres anys de produccio del
producte comercial Lactospore®. A més, la soca B. coagulans MTCC 5856 ha demostrat

a la prova d’Ames que no té cap efecte mutagenic.
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Al estar parlant de soques tant concretes i estudiades recentment de les espécies Bacillus
coagulans 1 Bacillus subtilis, no s’ha trobat bibliografia referent a 1’estabilitat genomica

de B. subtilis MB40, B. subtilis CU1 1 B. subtilis DE111.

Tolerancia en animals i humans

Kumar et al (2020) administren B. coagulans GBI-30, 6086 amb enzims digestius a
pacients geriatrics amb problemes d’indigesti6 i avaluen la seva tolerancia al probiotic.
Els parametres hematologics i bioquimics (sucre en sang, urea i creatina) no es veuen
significativament alterats. Es notifiquen esdeveniments adversos lleus (mals de caps,
nausees, vomits i mialgia) en vuit pacients del grup control 1 sis del grup d’estudi. No es
descarta que aquests efectes estiguin relacionats amb el probiotic, s’haurien de realitzar

més estudis pero s’assumeix que el tractament és ben tolerat.

En I’assaig clinic de Majeed et al (2018), I’administracié durant 90 dies de B. coagulans
MTCC 5856 va ser ben tolerada per pacients diagnosticats amb el sindrome de 1’intesti
irritable. Clinicament no va haver-hi canvis significatius en els valors relatius a la
bioquimica i hematologia, tampoc va haver alteracions en els examens fisics després de
la suplementaci6. L’abséncia d’esdeveniments adversos significatius o greus també va
quedar pal-liada, confirmant la tolerabilitat humana al consum de B. coagulans MTCCC

5856.

Spears et al. (2021) estudien I’administraci6 oral durant 14 dies de Bacillus subtilis MB40
en rates i durant tres setmanes en humans. Observen que no hi ha diferéncies
significatives entre el grup placebo i el grup probiodtic de rates respecte parametres
hematologics, la quimica clinica i el pes dels organs. A partir del nivell en el que no
s’observen efectes adversos en rates, es calcula una quantitat d’ingesta diaria acceptable
del probiotic en humans. L’administracié de B. subtilis MB40 en humans no dona cap
mena d’alteracio en la freqliéncia de moviments intestinals ni canvis significatius a nivell
medic entre el grup control i el grup al que se li ha administrat el probiodtic. S’estableix

que la dosi de tolerancia de B. subtilis MB40 per humans és 10x10'° CFU/dia.

El consum diari durant 20 dies de B. subtilis DE111 (5 x 10° CFU/dia) ha demostrat ser

tolerable en humans (Labellarte et al., 2019). Els parametres sanguinis i els nivells de

21



Bacteris esporulats: probiotics en la industria alimentaria Julia Alvaro Serrano

triglicérids del grup probiotic es van mantenir dintre dels rangs normals, a diferéncia del

grup control que va presentar un augment significatiu d’aquest tltim factor.

Un assaig clinic de 16 setmanes realitzat per Lefevre et al. (2015), va avaluar els efectes
de I’administracié de 2x10° espores de B. subtilis CU1/dia durant 40 dies en ancians sans.
La tendeéncia d’esdeveniments adversos entre els dos grups no va resultar estadisticament
significativa, majoritariament van ser d’intensitat lleu i sense relacié amb el tractament
amb probiotic. Pel que fa als marcadors de funcié hepatica i renal, parametres
hematologics i hemodinamics no es van observar diferéncies significatives entre el grup

consumidor del probiotic i el grup control ni en I’inici ni al final del tractament.

En general, les avaluacions de seguretat de B. coagulans GBI-30, 6086, B. coagulans
MTCC 5856, B. subtilis MB40, B. subtilis DE111 i B. subtilis CU1, confirmen que totes
les soques han estat ben identificades i han demostrat I’abséncia de resisténcia a
antibiotics 1 toxicitat. Per tant, podem confirmar la seguretat pel consum huma de totes
aquestes soques Bacillus. Ara bé, els estudis de toxicitat i estabilitat genctica de B.
coagulans MTCC 5856, B. subtilis MB40, B. subtilis DE111 i B. subtilis CU1 haurien de
ser més complets respecte I’avaluacié de la possible produccioé d’altres metabolits no
desitjables i la preséncia de factors de viruléncia o elements mobils en el seu genoma.
L’estudi de Salvetti et al. (2016) podria ser utilitzat com a guia general per la declaracio
de seguretat d’una soca probiotica pel seu consum huma. Aquest safety assessment
utilitza tant métodes genotipics com fenotipics, que és lo ideal. A més, totes les
avaluacions realitzades compleixen les directrius establertes en un informe conjunt sobre
probiotics de la FAO i la OMS (FAO/WHO, 2006), on es determinen els requisits per a
queé un producte pugui ser consumit com a probiotic. Per acabar de seguir aquestes
directrius, en I’estudi de Salvetti et al. (2016) s’haguessin pogut incloure estudis de
tolerancia en animals 1 humans, com per exemple s’ha fet en Lefevre et al. (2017).
Bibliograficament els estudis de tolerancia per B. coagulans GBI-30, 6086 son escassos,

la societat cientifica es focalitza en demostrar els beneficis que aporta a la salut.
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6.1.2. Resistencia a processament termic i emmagatzematge

Almada-FErix et al. (2021) quantifiquen la resisténcia de vuit soques probidtiques del
genere Bacillus front vuit tipus de processaments industrials, en diferents matrius
alimentaries. Entre les soques d’estudi es troben Bacillus coagulans GBI-30, 6086;
Bacillus coagulans MTCC 5856; Bacillus subtilis Bnl; Bacillus subtilis PB6; Bacillus
subtilis PXN21. Els tipus de processaments als qué son sotmeses son la pasteuritzacio
lenta en matriu de llet (65 °C, 30 min), la pasteuritzaci6 de curta duracio a alta temperatura
(HTST) en suc de fruita (95 °C, 30 s), coccid en producte carnic (72 °C), fornejat en pa
(180 °C, 20 min), assecat de fruita (65 °C), fermentacié en iogurt (45 °C, 5 h), CO»
supercritic en suc de fruita (36°C), irradiacié gamma de pebre negre molt (3kGy — 5kGy
— 7kGy) 1 extrusio en pasta i aperitius (només Bacillus coagulans GBI-30, 6086).

En cadascuna de les matrius alimentaries inoculen 107 espores bacterianes/g o mL. A
continuacio, les diferents matrius amb el probiotic son sotmeses a les operacions unitaries
mencionades. Els resultats s’interpreten segons les reduccions decimals (y) de probiotic
Bacillus ocasionades per cada operacié industrial (log CFU/g o mL) i les diferéncies

significatives entre cada soca (p < 0,05).

Tant les soques probiotiques de B. subtilis Bnl i B. coagulans GBI-30, 6086 van presentar
v <1 log CFU/ g o mL en almenys cinc de les 8 operacions estudiades, demostrant una
alta resisténcia a aquests processos en les matrius testades. D’altra banda, B. subtilis PB6
1 B. subtilis PXN21 van mostrar y > 1 log CFU/g o mL, evidenciant una resisténcia menor.
Tot 1 aix0 totes les soques van demostrar valors de reduccions decimals que no superaven
els 2 log CFU/g o mL en almenys sis de les vuit operacions. Per tant, totes poden ser
considerades com altament resistents, de forma general, front la majoria d’operacions.
Almada-Erix et al. (2021), Ilisten de major a menor resisténcia la capacitat de les diferents
soques de les especies B. coagulans 1 B. subtilis, de superar els processaments térmics

esmentats anteriorment (Figura 2).

23



Bacteris esporulats: probiotics en la industria alimentaria

3
E
5
o
3
w
o
g
s
A
*’\* i‘
5
E
5
o
3
w
o
g
s
D
Q”O
&

Y (log CFUIg or mL)

o, @

“%

¥ (log CFU/g or mL)

F o &
o&?‘)&’ & & 9 00&’ \6’5
& & & &
& q & &
W & &
& & S
b &
&
v.(v

Y (log CFUIg or mL)

& @® @ @&
rET Y
\,Q & S &' g“‘\
{‘PQ i‘é&‘o"e‘
» 6&"
&

Y(Iog C_FUIg orml)

°’¥

&

PO R < oo'\' i~°

&
&

Y (log CFU/g or mL)

O

&

Julia Alvaro Serrano

7Y (log CFUIg or mL)

o s M
< o ‘} \o & 6°° & ,b
& & AR
.o‘“ \.oz‘ gz’ &
& & o Q,&"
3" fo &
) &Q
&

Figura 2. Reduccions decimals (y) de probiotic front els diferents processaments industrials en funcio de
la matriu alimentaria. A - B. flexus Hkl; B - B. subtilis Bnl; C - B. mojavensis KJS3; D - B. licheniformis
Mel; E - B. subtilis PB6, F - B. subtilis PXN21; G - B. coagulans MTCC 5856, and H - B. coagulans BC30.

Les lletres minuscules indiquen la diferéncia significant entre els diferents processaments per la mateixa

soca probiotica. Font: Almada-Erix et. al (2021) https://doi.org/10.1016/J FOODRES.2021.110191.

- B. subtilis Bnl: pasteuritzacid lenta, fornejat > fermentacid, CO> supercritic >

pasteuritzaciéo HTST > assecat > cocci6 > irradiacid

- B. subtilis PB6: fermentacid, CO» supercritic, pasteuritzaci6 lenta > pasteuritzacio

HTST, coccid > assecat > irradiacid, fornejat

- B. subtilis PXN21: CO; supercritic, assecat, pasteuritzaci6 lenta > fermentacié >

pasteuritzacido HTST, coccid, fornejat > irradiacio
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- B. coagulans GBI-30, 6086: CO; supercritic, coccid, assecat, pasteuritzacio lenta,
fermentacid, fornejat > pasteuritzaci6 HTST > irradiacio
- B. coagulans MTCC 5856: CO. supercritic, pasteuritzacié lenta, fermentacio,

fornejat > coccid, HTST > assecat > irradiacio

Amb aquest llistat es pot afirmar que la capacitat de resisténcia als processaments térmics
varia entre les diferents soques probiotiques Bacillus testades, en funcidé de la matriu

utilitzada i el tipus de processament al qual es sotmet 1’aliment.

Majeed et al. (2019) han vist que la viabilitat de les espores Bacillus coagulans MTCC
5856 després de la produccié del café verd torrat és d’un 94,04%, i han observat que les
seves espores son viables en I’emmagatzematge d’aquest café a 70 i 80 °C durant 10
minuts. També han vist que en condicions de refrigeracié (4 + 2 °C), es manté¢ la viabilitat

de la soca probiotica fins un 94,96 % durant almenys 72 h.

Soares et al. (2019) estudien la produccio6 del formatge "requeijdo cremoso" amb cinc de
les soques mencionades en I’avaluacié d’Almada-Erix et al. (2021). Entre aquestes
soques es troben B. coagulans GBI-30, 6086, B. coagulans MTCC 5856, B. subtilis PB6
i B. subtilis PXN21. Els probiodtics mencionats son inoculats de forma individual en
diferents moments de la produccié del "requeijdo cremoso": directament a la llet abans
de la pasteuritzaci6 (65 °C/ 30 min), a I’inici de la coagulaci6é acida térmica de les

proteines de la llet (70-80 °C) i durant 1'etapa de fusi6 (90-95 °C).

D’entre les soques testades en aquests estudis, s’ha estudiat la seguretat del seu consum
en aquesta revisio bibliografica de B. coagulans GBI-30, 6086, B. coagulans MTCC 5856
i1 B. subtilis PB6. Només B. coagulans GBI-30, 6086 1 B. coagulans MTCC 5856 son
considerades com a GRAS o QPS per 1’us com a suplements alimentaris en humans. Ara
bé, B. subtilis PB6 és mencionat en multiples publicacions de la EFSA com a segur i
eficag, a més es considerat QPS com a suplement alimentari en espécies animals
generalment de corral (Rychen et al., 2009; Rychen et al., 2017). D’altra banda, la soca
B. subtilis Bnl no es troba ben caracteritzada, ni la FDA ni la EFSA han publicat cap
noticia sobre aquesta soca i no hi ha cap estudi que demostri la seguretat i eficiencia de
B. subtilis Bnl com a probiotic. Per tant, tot i que B. subtilis Bnl mostra una major
resisténcia en comparacid de les altres espécies Bacillus subtilis, a la majoria dels

processaments industrials (Almada-Erix et al., 2021) als que se I’ha sotmés, aquesta soca
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s’ha desestimat en aquesta revisid bibliografica. Pels mateixos motius, també s’ha

desestimat la soca B. subtilis PXN21.

Segons els resultats les dues soques testades corresponents a 1’espécie B. coagulans, son
adients pel seu Us en la industria alimentaria, destacant les grans avantatges de resisténcia
de I’espora de B. coagulans GBI-30, 6086. Les espécies B. subtilis testades també han
demostrat la seva alta capacitat de resisténcia a processaments industrials. D’aquesta
forma, s’evidencia que les espécies Bacillus sén una molt bona opcid per ser utilitzades
en la industria alimentaria dels probiodtics. Actualment, hi ha pocs estudis de resisténcia a
processaments térmics, ja que com s’ha vist aquesta resisténcia varia depenent del tipus
d’operacio, de la soca bacteriana utilitzada i1 la matriu alimentaria en la que s’introdueix
el bacteri. Seria adient realitzar aquests tipus d’estudis en altres soques de 1’especie B.
subtilis com B. subtilis DE111 1 B. subtilis CU1, les quals han demostrat ser eficients per

la salut i1 segures pel consum huma.
6.1.3. Resistencia gastrointestinal

B. coagulans GBI-30, 6086 ha estat testat in vitro simulant les condicions del tracte
gastrointestinal superior (Keller et al., 2019) mitjancant un model d’estémac i d’intesti
prim (TIM-1) i un de colon (TIM-2). S’observa un 97% de supervivencia després del
transit pel compartiment gastric, on la majoria de c¢l-lules es troben en forma d’espora
(76%). D’altra banda, es detecta un 51% de supervivencia al finalitzar el transit pel TIM-
1. Per tant, la meitat de la dosi ingerida resisteix les condicions estomacals i intestinals
en aquest model. El 93% d’aquestes c¢l-lules es troben en forma vegetativa, per tant han
germinat. La germinaci6 de les espores de B. coagulans GBI-30, 6086 augmenta fins un

97% passades les 24h a TIM-2 i no hi ha pérdua de viabilitat.

La reduccid de cel-lules viables de B. coagulans MTCC 5856 després de 120 minuts
d’exposici6 a una simulacid de sucs gastrics (pH = 1,3; 1,5; 2,0) va ser inferior a 1 log
CFU/mL (Majeed et al., 2021). L’exposici6 de Lactobacillus casei ATCC 393 va resultar
en una reduccié de més de 4 log CFU/mL respecte el recompte inicial. Es demostra I’altra
resisténcia a condicions gastrointestinals de B. coagulans MTCC 5856 respecte una
especie no formadora d’endospores. A més també¢ s’avalua la supervivencia de les espores
de B. coagulans MTCC 5856 en un model que reprodueix les condicions fisiologiques i

els sucs salivals, gastrics i intestinals a la temperatura, pH, concentracid de sals biliars 1
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enzims implicats en el procés (Shinde et al., 2019). La viabilitat de les espores de B.
coagulans MTCC 5856 va ser d’un 92,4 % , a diferéncia de Lactobacillus acidophilus

que va ser d’un 87,6 %.

En I’estudi de Colom et al. (2021) es detecten espores de B. subtilis DE111 (6,4 x 10* +
1,3 x 10° UFC/g), en ’efluent ileal de pacients amb una ileostomia, tres hores després del
consum d’aquest probiotic. La concentracio d’espores (9,7 x 107 + 8,1 x 10’ CFU/g) arriba
al punt maxim a les sis hores després de la ingestio, concentracid que es manté constant
passat aquest temps. S’observa que tots els pacients que han ingerit la capsula de
suplementaci6 de B. subtilis DE111 presenten tant cél-lules vegetatives (7,3 x 107 + 1,4
x 108 CFU/g en el punt maxim) com espores del probiotic. D’aquesta forma es confirma
la preséncia i germinaci6é de B. subtilis DE111 en I’intesti prim en pacients amb una

ileostomia.

Lefevre et al. (2015) han observat un augment de la concentracié d’espores Bacillus en
mostres de femta de 44 subjectes, als quals se’ls havia administrat Bacillus subtilis CUI.
Deu dies després de la suplementacio, la concentracid d’espores va ser d’1,9 x 107, un
augment significatiu respecte el punt de partida on el recompte era de 2,5 x 10°. La técnica
de tipificacié molecular Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) va demostrar
la preséncia de B. subtilis CU1 a les femtes del grup consumidor del probiotic, a

diferéncia del grup placebo, demostrant aixi la seva viabilitat a nivell gastrointestinal.

Bibliograficament no hi ha cap referéncia que demostri la resisténcia i germinacié de B.
subtilis MB40 en el tracte gastrointestinal. Tot i no haver evidéncies experimentals, es
pot assumir que al ser un bacteri formador d’endospora la seva viabilitat sera major que

aquells que no ho son.

Totes les soques analitzades mostren una alta resisténcia a les condicions acides del tracte
gastrointestinal. Aquest fenomen s’explica per la proteccid que aporta I’estructura
d’endospora a la cel-lula bacteriana. Tot 1 aix0, per les soques B. coagulans GBI-30, 6086
i1 B. coagulans MTCC 5856 no s’han aportat estudis de resisténcia gastrointestinal en
models humans, només hi ha constancia d’avaluacions en models in vitro diversos.
Identificar un model unic i1 reproduible in vitro de simulaci6 de condicions
gastrointestinals, per testar totes les soques probiotiques conegudes sota les mateixes

variables, podria ser un gran aveng. Els estudis s’haurien de completar amb
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I’administracié de probiotics en humans, sotmetent aquests bacteris a les condicions
intestinals in vivo, com s ha dut a terme en les espécies B. subtilis, que han demostrat una

gran resisténcia al digestiu.
6.1.4. Beneficis del consum de Bacillus

La soca B. coagulans GBI-30, 6086 ha demostrat ser eficient en la millora de pacients
amb problemes d’indigesti6. Kumar et al. 2020 han vist que 1’administracié d’aquest
probiotic deriva en una reduccid significativa en el grau de gravetat de la dispépsia
abdominal del grup d’estudi, a diferéncia del grup placebo. A més, també s’observa una
millora de la indigestié i la flatuléncia. En multiples estudis anteriors al 2012, s’ha
demostrat 1’eficiencia de B. coagulans GBI-30, 6086 en la millora d’afeccions com
I’artritis reumatoide (Mandel et al., 2010), el sindrome de I’intesti irritable (Hun, 2009) i

I’estimulacié immunitaria front infeccions virals (Baron, 2009).

Bacillus coagulans MTCC 5856 ha demostrat ser un suplement idoni per tractar els
simptomes del sindrome de I’intesti irritable (Majeed et al., 2018; Majeed,
Nagabhushanam, Natarajan, Sivakumar, Ali, et al., 2016). Majeed et al. (2018)
administren diariament durant 90 dies B. coagulans MTCC 5856 i observen una reduccid
significativa dels simptomes clinics. La disminuci6 significativa de mieloperoxidasa, un
biomarcador inflamatori, en el grup que ha consumit el probidtic confirma I’eficacia
clinica d’aquesta soca. Majeed, Nagabhushanam, Natarajan, Sivakumar, Alj, et al. (2016)

van obtenir els mateixos resultats que en 1’estudi presentat I’any 2018.

L’abséncia de bibliografia que demostri beneficis de B. subtilis MB40 en la salut és
notable, només en un estudi es tracta d’identificar els efectes de la seva administracid en
molesties intestinals, gasos i inflor (Penet et al., 2021). Els resultats mostren una millora
durant I’estudi d’aquests simptomes, tant en el grup probiotic com el placebo, sense
observar diferéncies significatives entre els dos grups. Per tant, I’eficacia de B. subtilis

MB40 no queda demostrada.

L’administracié de Bacillus subtilis DE111 en nens, ha demostrat aportar efectes
beneficiosos en el manteniment d’un microbioma saludable (Paytuvi-Gallart et al., 2020).
En les mostres fecals del grup d’estudi que ha consumit B. subtilis DE111, s’observa el

manteniment de I’equilibri general dels grups bacterians propis, perd amb canvis subtils
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positius en la diversitat del microbioma. Es produeix un augment de grups associats a la
regulacié immunitaria i reduccid d’inflamaci6 (Bacteroidetes, Alistipes, Bacteroidaceae,
Odoribacter, Parabacteroides 1 Rikinellaceae). D’altra banda, Trotter et al. 2020
observen que la suplementacié amb B. subtilis DE111 disminueix significativament el
colesterol total d’adults sans (-8 g/dl) i les lipoproteines de baixa densitat, a més millora
la funci6 endotelial. Aquests factors suggereixen que B. subtilis DE111 pot estar associat

a la millora dels factors de risc relacionats amb les malalties cardiovasculars.

Lefevre et al. (2015) observen que la ingesta de B. subtilis CU1 produeix un augment de
la Immunoglobulina A secretora del 45 % 1 un increment significatiu de la concentracid
d’IFN-gamma 10 dies després de la suplementacié. Per tant, el consum de B. subtilis CU1
ha demostrat augmentar les respostes immunitaries de la mucosa, essencials per fer front
a malalties infeccioses respiratories i gastrointestinals. A més, també s’ha associat la
suplementaci6 de B. subtilis CU1 amb la reduccio d’episodis de diarrea, pel que fa a la
durada com la intesitat, en humans subministrat amb Saccharomyces boulardii CNCM-I
3799 (Ghosh et al., 2021) i en ratolins (Urdaci et al., 2018), administrat de forma

individual.
6.1.5. Productes probiotics Bacillus existents en el mercat

Actualment es comercialitzen probiotics de Bacillus com a suplements en format de
capsules. Alguns d’aquests productes destinats pel consum en humans sén anomenats
comercialment GanedenBC3%", LactoSpore®, OPTI-BIOME®, DE111® i LifeinU™
(Taula 4).

Taula 4. Productes al mercat que contenen espécies Bacillus.

Nom comercial Soca probiotica Productor Referéncia
GanedenBC*™  B. coagulans Ganeden Biotech, = https://bc30probiotic.com
GBI-30, 6086 Inc. (Mayfield
Heights, U.S.)

LactoSpore® B. coagulans Sabinsa https://lactospore.com
MTCC 5856 Corporation (New
Jersey, U.S.)
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OPTI-BIOME®  Bacillus subtilis BIO-CAT https://optibiome.co
MB40 Microbials, LLC
(Minnesota, U.S.)
DE111® Bacillus subtilis  Deerland https://del11.com
DEIIl Probiotics &

Enzymes, Inc.

(Georgia, U.S.)
LifeinU™ Bacillus subtilis ~ Gnosis by https://gnosisbylesaffre.co
CU1 Lesaffre (France) = m/ingredient/lifeinu-

bscul/

Com es pot comprovar, algunes de les espécies de Bacillus estudiades en aquesta revisid
bibliografica ja es poden trobar de forma comercial. També podem trobar 1’espécie
Bacillus subtilis de forma natural en aliments fermentats com el tradicional “Natto” de
Jap6 (fermentacio6 de la soja) i el “Kimchi” Corea (fermentacié de vegetals com la col)
(Jezewska-Frackowiak et al., 2018). Ara bé, ninguna soca Bacillus consta com a
ingredient en cap producte alimentari funcional que es trobi al mercat Europeu, sotmes a
processaments industrials com sucs, purés, llet, carn, pasta o altres. Segurament, aquest
fet es deu a la ambigiiitat en la regulaci6 legislativa Europea respecte I’etiquetatge sota el
nom de “probiotic”. L’Agéncia Espanyola de Seguretat Alimentaria i Nutricié en una
publicaci6 1’any 2020, confirma que es permet 1I’Gs de probiotics en la industria
alimentaria sempre que es demostri la seva seguretat, prenent com a referéncia la llista de
QPS de la EFSA. Ara bé, pel que fa a I’etiquetatge, presentacio o publicitat d’un aliment,
nomes estan permeses les declaracions nutricionals i de propietats saludables autoritzades
segons el Reglament (CE) N° 1924/2006 del Parlament Europeu. La EFSA va dictaminar
desfavorables la majoria de soques, entre elles del génere Bacillus, que va avaluar per
declarar-les soques amb propietats saludables. El motiu va ser la falta d’assajos, el fet de
ser declaracions massa generals i no especifiques o per haver-se realitzat en persones

malaltes, de forma que no s’acabava demostrant el seu benefici en la salut.

Com hem vist anteriorment, en I’apartat 6.1.2. , hi ha estudis on s’incorpora directament
el bacteri esporulat a la matriu alimentaria, per ser processats posteriorment (Almada-
Erix et al., 2021). En aquests casos el producte final no és una capsula destinada a

comercialitzar-se com a suplement alimentari que només conté les especies probiotiques,

30



Bacteris esporulats: probiotics en la industria alimentaria Julia Alvaro Serrano

sind un aliment funcional amb probiotics que per tant, aporta també un valor nutricional.
Demostrant que si és possible obtenir un producte alimentari que contingui probiotics
viables per poder ser comercialitzat. Hi ha evidéncies de la produccié d’un tipus de
formatge anomenat “requeijdo cremoso” tipic del Brasil al qual se li inoculen
individualment cinc soques de Bacillus (Soares et al., 2019); entre elles B. coagulans
GBI-30, 6086, B. coagulans MTCC 5856, B. subtilis PXN21 i B. subtilis PB6. Soares et
al. (2019) observen que les soques Bacillus en general es mantenen en altes
concentracions després del processament del formatge 1 durant la vida util del producte
(45 dies a 6 °C). Per tant, aquestes soques representen 1’oportunitat de produir futurs
aliments probiotics que han de ser sotmesos a processaments, els quals no poden ser

resistits per soques probiotiques no esporulades com Lactobacillus 1 Bifidobacterium.
6.1.6. Risc del consum de Bacillus
Bacterieémies

L’administracié de Bacillus clausii com a tractament en una pacient de 87 anys amb
diarrea aquosa, va derivar en una bacterinémia, causant simptomes com sagnat
gastrointestinal superior, diarrea d’origen infeccids i inestabilitat hemodinamica (Garcia
et al., 2021). Abans del 2012, es van notificar quatre casos de bacteriémia causats per
Bacillus subtilis durant un periode de 6 anys en 1’ambit hospitalari (Richard et al., 1988).
Aquests casos es van associar a I’administracié d’un suplement d’espores de B. subtilis
com a tractament per reduir la diarrea. Tant Bacillus clausii com B. subtilis han demostrat
la seva seguretat com ha probiotic en estudis experimentals (Lakshmi et al., 2017; Spears
et al., 2021). Es per aixd que aquests casos reportats, han de ser una alarma per la
comunitat medica, per tenir en compte que algunes soques Bacillus tenen la capacitat de
produir toxines entériques. De forma que, cadascuna de les soques probiotiques, tot i
demostrar la seva eficiéncia i perfil de seguretat en proves in vitro a nivell d’espécie,
sempre han de ser testats clinicament a nivell de soca per descartar possibles bacterieémies

1 esdeveniments adversos greus.
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6.2. Clostridia (Clostridials)

6.2.1. Caracteritzacio i seguretat

Les especies de Clostridia, entre elles Clostridium butyricum 1 Faecalibacterium
prausnitzii, queden excloses de les avaluacions QPS de la EFSA (Koutsoumanis et al.,
2022). Aquest fet es deu a una posicid taxonomica ambigua i la preséncia de trets
potencialment nocius per part d’algunes especies Clostridials, com C. botulinum, C.
tetani, C. difficile o C. perfrigens. Per aix0, I’avaluacio de seguretat especifica per cada

soca amb propietats probidtiques és un tret indispensable.

Un BLAST realitzat per al gen 16S ARNr del genoma seqiienciat de Clostridium
butyricum UBCB70, depositat en la DNA Data Bank of Japan i aillat de mostres fecals
humanes, ha detectat un 100% d’identitat amb la soca C. butyricum TKS520 (Sulthana et
al., 2019). A més realitzen una avaluacié de possibles factors de viruleéncia, plasmids i
gens de resisténcia antibiotica. Els resultats mostren 1’abséncia de gens que codifiquen
factors de viruléncia propis de Clostridia com la neurotoxina botulinica (atx), les toxines
Clostridium difficile (cdtA i cdtB), el complex d’enterotoxines hemolitiques (hblA, hbIB,
hbIC 1 hbID) 1 enterotoxines no hemolitiques. Tampoc s’observen plasmids que

continguin gens de resisténcia a antibiotics.

C. butyricum MIYAIRI 588 és una de les soques més utilitzades a nivell comercial
depositada en el National Institute of Technology and Evaluation, Patent Microorganism
Depository (NPMD) i autoritzada per la EFSA (“Safety and Efficacy of Miya-Gold®S
(Clostridium Butyricum) as Feed Additive for Chickens for Fattening,” 2009) com a
suplement alimentari per animals, perd també s’ha reportat com a possible ingredient
futur en aliments (Isa et al., 2016). Isa et al. (2016) confirmen a partir dels valors de CMI
per C. butyricum MIYAIRI 588 que aquesta soca és susceptible als antibiotics animals i
humans clinicament més rellevants, exceptuant els aminoglicosids. La resisténcia a
aminoglicosids comproven que no és un tret especific d’aquesta soca, siné que és comu
en bacteris anaerobics. L’estudi del genoma de C. butyricum MIYAIRI 588 demostra
I’abséncia de factors de viruléncia de les toxines Clostridium o, f, o €, de gens que
codifiquen les neurotoxines botuliniques de tipus 4, B, E o F i dels que codifiquen la
proteina no-hemglutinina no toxica. Isa et al. (2016) tamb¢ analitzen la tolerancia
d’aquesta soca en ratolins i s’observa ’abseéncia d’efectes adversos i de reproductibilitat

d’efectes nocius en diverses generacions.
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Martin et al. (2017) seqiiencien el gen 16S ARNr de 17 aillats de Faecalibactium
prausnitzii aillats de la femta de d’individus sans. Els resultats mostren un 97% d’identitat
entre aquestes soques ja que pertanyen a la mateixa espécie, perd confirmen que
cadascuna d’elles és una soca diferent. La resisténcia a antibiotics és avaluada amb els
valors CMI donant com a resultat la susceptibilitat de totes les soques aillades de F.
prausnitzii a la clindamicina, vancomicina, ampicil-lina i quinupristina/dalfopristina.
Totes les soques testades son resistents a 1’estreptomicina, excepte I’aillat CNCM [-4575.
Només la soca CNCM 1-4541 ¢és resistent a 1’eritromicina. A més, 5 dels aillats van
mostrar resisténcia a concentracions més altes dels punts de tall de CMI marcats per la
EFSA. Aquesta ultima troballa suggereix que s’haurien de realitzar nous estudis amb F.
prausnitzii, per determinar els valors de tall CMI que la EFSA hauria d’establir per
avaluar correctament aquesta espécie. La majoria d’aillats de I’espécie F. Prausnitzii han
mostrat també sensibilitat al cloramfenicol i1 1’estreptomicina, i resisténcia a la
kanamicina i gentamicina (Hu et al., 2022a). La resisténcia de F. prausnitzii a I’antibiotic
estreptomicina veiem que varia entre les soques en els dos estudis, fet que demostra ’alta

diversitat dintre de la mateixa espécie 1 la necessitat de caracteritzar cada soca.

Machado et al. 2022 revelen que 104 genomes d’aillats de F. prausnitzii contenen una
mitjana de 23 gens de resisténcia a antibiotics, la soca F. prausnitzii AHMP21 en conté
43. S’analitza la preséncia d’illes genomiques, elements integratius i conjugatius i
seqiiencies profagiques en el genoma de F. prausnitzii DSM 17677 (Machado et al.,
2022). Els resultats mostren la preséncia de 7 regions d’integracid putatives, la regio
d’integracio 6 conté gens de resisténcia a I’estreptomicina. També s’observa la preséncia
de 69 illes genomiques en el genoma de F. prausnitzii DSM 17677 1 set seqliéncies
profagiques actives. Ara bé, les seqiliencies profagiques no contenen gens putatius de

resisténcia a antibiotics.
6.2.2. Resistencia a processament termic i emmagatzematge

Bibliograficament, no es troben estudis de resisténcia a processament térmic i
emmagatzematge de formulacions alimentaries que continguin probiotics Clostridials.
Tant, C. butyricum com F. prausnitzii sébn soques anaerobiques obligades, de forma que
I’alta sensibilitat a ’oxigen complica el seu cultiu i desenvolupament en formulacions
alimentaries que els continguin (Ferreira-Halder et al., 2017b). Cal destacar que les dues

especies son formadores d’espores, s’assumeix que en la seva forma d’endospora poden
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ser capaces de resistir els processaments térmics, pero no hi ha estudis experimentals que
ho demostrin. Els preparats d’espores C. butyricum Miyairi 588 és comercialitzen al Japo,
Xina i Corea des de 1968, pero en forma de suplement alimentari, de forma que no podem

confirmar que les espores siguin resistents a processaments industrials (Diirre, 2014).

La regulaci6 del pH baix present durant la fermentacio de C. butyricum NN-2 cap a valors
de pH gairebé neutres, ha demostrat millorar la taxa de produccié d’espores en
comparacio amb el procés de fermentacié natural (Li et al., 2020). Tamb¢ s’ha observat
que la formulaci6 de F. prausnitzii amb els antioxidants cisteina i riboflavina en
combinaci6é amb inulina crioprotectora, permet fins un 70% de supervivencia de la soca
probiotica cultivada en preséncia d’aire ambiental durant 24 hores (Khan et al., 2014). La
liofilitzacié (4 °C durant 3 mesos) i criopreservacidé (-80 °C) en combinacié amb
protectors (sacarosa, inulina i glicerol) han demostrat millorar la viabilitat de la soca F.
prausnitzii (Bircher et al., 2018). La liofilitzacid resulta en una viabilitat inferior que la
criopreservacio, pero una millor estabilitat en I’emmagatzematge. La supervivéncia de F.
prausnitzii es va veure augmentada fins un 80% després de la criopreservacio i
emmagatzematge amb 1’addicid de protectors i fins un 50% sense la preseéncia d’aquests.
Tots aquests resultats poden ser un important factor a tenir en compte per poder produir

industrialment els probiotics C. butyricum i F. prausnitzii.

La condicid estrictament anaerobica dels Clostridials, disminueix les possibilitats d’us
d’aquesta soca formadora d’espores en la produccié d’aliments sotmesos a processaments
extrems. Tot i haver vist que poden haver alternatives per a qué Clostridia superi aquest
obstacle, les soques Bacillus que creixen en condicions aerobiques prenen avantatja pel
que fa a la facilitat de produccio i a la supervivencia que ha demostrat tenir en processats

alimentaris.
6.2.3. Resistencia gastrointestinal

En I’estudi de Foditsch et al. (2014) el creixement de F. prausnitzii ha resultat ser inhibit
in vitro sota la preséncia d’un 0,1% de sals biliars, la minima concentraci6 testada. S’ha
demostrat que en condicions de pH de 3,5-4,0 I’espécie F. prausnitzii no mostra
creixement, les condicions Optimes pel creixement d’aquesta espécie es troben entre 5,5
1 6,7creixement. El pH gastric en humans en deju és aproximadament d’1,7, aquest pH

augmenta després de les menjades arribant al seu punt maxim de pH 6,7. Per tant,
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I’administracié oral del probiotic F. prausnitzii s’hauria de donar després de
I’alimentacio, evitant el baix pH gastric. Hu et al. (2022b) observen la inhibici6 del
creixement de nombrosos aillats de F. prausnitzii i només alguns creixen en preséncia de
sals biliars a concentracions d’un 0,1% 1 0,25 %. Aquest estudi també confirma els
resultats obtinguts per Foditsch et al. (2014), ja que obtenen un creixement bacteria optim

en pH 6-7 i no s’observa creixement entre pH inferior a 4,0-5,0 ni superior a §8,0-9,0.

Tot hi haver estudis de suplementacié de Clostridium butyricum en animals, no s’analitza
la seva viabilitat front les condicions del tracte gastrointestinal in vivo. Tampoc es troben
analisis in vitro en models que simulin aquestes condicions. En algun article, es fa
referéncia a C. butyricum com un microorganisme resistent a altes temperatures, acids 1
sals biliars, perd no es demostra experimentalment (Liang et al., 2021). En general, durant
la revisiéo de bibliografia, ha estat notoria la falta d’estudis exhaustius de resisténcia
gastrointestinal pel grup bacteria Clostridia, a diferéncia dels existents per Bacillus que

han demostrat la seva capacitat in vitro i in vivo de superar les condicions del digestiu.
6.2.4. Beneficis del consum de Clostridia

Clostridium butyricum MIYAIRI 588 ha estat identificat com un excel-lent agent
antimicrobid amb una alta eficiéncia en infeccions per C. difficile, Helicobacter pylori i
E. coli (Ariyoshi et al., 2022). D’altra banda, tamb¢ s’ha associat el consum d’aquesta
especie a la millora de la salut gastrointestinal (reducci6 de diarrea) i en I’impacte positiu
en malalties com 1’obesitat i la diabetis de tipus II, malalties hepatiques, malalties
neurodegeneratives ja que afecta a la ruta metabolica anti-apoptotica i a la tumorgenesis

(Stoeva et al., 2021D).

La producci6 de butirats per part del producte comercial Miya-Gold®S (Taula 4) demostra
tenir eficiéncia terapéutica contra la malaltia d’inflamacié intestinal (Diirre, 2014) i
indiquen la seva capacitat com agent terapeutic profilactic contra infeccions de patogens
com C. difficile 1 Escherichia coli. D’altra banda, també demostren la seva eficacia contra

per combatre la diarrea.

F. prausnitzii ha estat associat en multiples assajos clinics a la millora de trastorns
gastrointestinals (malaltia inflamatoria intestinal, sindrome de I’intesti irritable, cancer

colorectal), sindromes metabolics (obesitat, diabetis tipus II i malaltia del fetge gras no
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alcoholic), malalties del sistema nervids (Alzheimer i Parkinson, trastorn depressiu major
i bipolar i esclerosis multiple), malalties de la pell (dermatitis atopica) i a la malaltia renal
cronica (Leylabadlo et al., 2020). A més, I’administraci6 oral d’aproximadament 1 x 10°
CFU/mL al dia de F. prausnitzii en ratolins va ser efectiva per combatre 1’asma al-lergic
(Hu et al., 2021). Es va demostrar que la suplementaci6é del probiotic tant viu com
inactivat regula 1’activacio de cel-lules T reguladores, disminuint els nivells de IL-4, IL-
5, IL-13 i Immunoglobulina G1. Aquestes interleucines afecten en 1’asma provocant
inflamaci6 i dany tissular, per tant la seva disminucié provoca un efecte antiasmatic que
prevé 1’asma al-lérgica. Foditsch et al. (2015) comproven que el tractament amb F.
prausnitzii en vedells disminueix la incidéncia de diarrea greu i la taxa de mortalitat
induida per aquesta, en comparaci6 amb el grup control de vedells. A més, també
s’observa un augment de pes significatiu (4,4 kg) previ al deslletament en el grup que ha

consumit oralment F. prausnitzii.

6.2.5. Productes probiotics Clostridia existents en el mercat

Taula 5. Productes al mercat que contenen espécies Clostridia.

Nom comercial Soca probiotica Productor Referéncia

Miya-Gold®S C. butyricum MIYAIRI Miyairisan http://www.miy
588 Pharmaceutical Co. arisan.com/engli

Ltd sh_index.htm

PROBIOTIC-3  C. butyricum TO-A Advanced https://aor.us/pr
B. subtilis TO-A Ortomolecular oducts/probiotic
E. faecium T-110 Research -3/

BIO-THREE C. butyricum TO-A TOA Probiotics https://www.bio
B. mesentericus TO-A -three.com

E. faecalis T-110

Aquests productes comercials (Taula 5) consisteixen en preparacions que contenen les
soques del grup Clostridia esmentades, per ser utilitzades com a suplements alimentaris
en humans, tal i com passa amb els productes existents del grup Bacillus. No hi ha

evidéncies de productes alimentaris que continguin Clostridials.
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6.2.6. Risc del consum de Clostridia

C. butyricum productor de toxina botulinica E i la seva transferencia horitzontal

Isa et al. (2016) han indicat que la toxina botulinica de tipus E es pot transferir des d’una
soca toxigeénica C. butyricum BL 5839 a una soca no toxigenica C. butyricum ATCC
19398T. Tot i que la taxa de transferéncia horitzontal del gen que codifica per la toxina i
la freqiiéncia de trobar aillats de C. butyricum productors de la toxina botulinica de tipus
E és molt baixa, s’ha de tenir en compte I’estudi exhaustiu de la possible transferéncia de
la capacitat toxigenica entre aquesta especie. En un altre estudi, Camerini et al. (2019)
detecta I’aerotolerancia d’una soca de C. butyricum productora de la neurotoxina
botulinica E durant el creixement vegetatiu. Aquest factor pot representar un risc, al
conferir major resisténcia en condicions ambientals a soques productores d’aquesta

toxina.

Transferéncia horitzontal de gens en F. prausnitzii

Les illes genomiques son clusters de gens consecutius que han estat adquirits
probablement per transferéncia horitzontal. Aquestes illes solen incloure gens de
mobilitat i seqiiéncies d’integracid. Com s’ha vist en Machado et al. (2022), F. prausnitzii
DSM 17677 conté un gran nombre d’illes genomiques i el seu genoma també consta de
multiples gens de resisténcia en seqiiéncies d’integracid, elements conjugatius i
seqiiencies profagiques. Les regions d’integracid i conjugatives amb gens de resisténcia
tenen un alt potencial per ser transferides genéticament de forma horitzontal. D’altra
banda, Machado et al. (2022) detecten que les illes gendmiques presenten 1’abséncia de
gens de resisténcia, reduint aixi la possibilitat de transferéncia horitzontal de resisténcia
a antibiotics entre espécies. Tot 1 aix0, els resultats d’un estudi anterior del mateix autor
mostren que el gen de resisténcia a I’antibiotic estreptomicina es troba codificat entre una
illa genomica i un element de mobilitat genética de F. prausnitzii DSM 17677, suggerint
que s’ha pogut adquirir horitzontalment i pot tenir la capacitat de transferir-se entre altres

bacteris.

Els nombrosos estudis existents de caracteritzacio i seguretat de les soques Bacillus, a
diferéncia de soques Clostridia, asseguren un risc menor en el seu consum com a
probiotics. Bacillus coagulans GBI-30, 6086 amb els estudis d’estabilitat genomica

demostra que el risc de transferéncia horitzontal és practicament inexistent per aquesta
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soca. En canvi, els estudis realitzats per les especies C. butyricum 1 F. prausnitzii mostren
la resisténcia d’aquest bacteri a multiples antibiotics comuns i la preséncia de gens que

codifiquen per aquests en zones d’integracio, evidenciant el risc del seu consum.
7. Perspectives de futur

El camp de la microbiota intestinal i els probiotics és molt ampli, s’han descrit diverses
estratégies de futur en les que focalitzar-nos en la realitzacié de nous estudis, per tal de
progressar en aquest ambit. Els prebiotics son estimuladors del creixement de probiotics
i, conseqlientment provoquen 1’augment de 1’activitat de probiosis. Cada cop s’esta
valorant més la possibilitat de formular productes probidtics amb prebiotics. Aquesta
opci6 permet que s’estableixi una relacié simbiotica donant lloc a una acci6 sinérgica,
augmentant de forma especifica les possibilitats de superviveéncia del probiotic al llarg
del tracte gastrointestinal (Markowiak & Slizewska, 2017). La millor elecci6 per generar
productes simbidtics és la formulacié de probiotics amb aliments amb alt contingut de
prebiotics, que siguin especifics per I’estimulacio de la soca d’interes.

Investigacions futures també tracten de determinar els efectes d’administrar bacteris amb
propietats probiotiques pero inactivats, aixi no hauria cap impediment en la realitzacio de
processaments a altes pressions o temperatures. El probiotic inactivat de la soca Bacillus
coagulans GBI-30, 6086 (GANEDEN BC-30) patentat per Ganeden Biotech, Inc. sota el
nom de “Staimune”, ha mostrat eficacia en 1’activacio del sistema immunitari i en la
induccid de secreci6 de citocines i quimiocines amb efectes anti-inflamatoris (Jensen et
al., 2017).

També s’ha definit el bacteri gramnegatiu no esporulat Akkermansia muciniphila del
superfilum Verrucomicrobia com a futur probiotic prometedor per la industria
alimentaria (Zhang et al., 2019). La forma pasteuritzada de 4. muciniphila ha demostrat
prevenir la obesitat i les complicacions relacionades, amb una efectivitat incliis major que
la de les bactéries vives (Choi et al., 2021; Ashrafian et al., 2021).

Cal també focalitzar-nos en factors derivats de probidtics com proteines o altres
moleécules que aquests secreten, ja que s’ha comprovat que també aporten beneficis
terapeutics per I’hoste, evitant el risc d’administrar bacteris vius (Okamoto et al., 2012).
Una altra opcié seria utilitzar enginyeria genctica i biotecnologia per modificar
gencticament soques probiotiques per tal de millorar-les, fent-les termofiles 1 per tant

resistents a processaments térmics. Ara bé, comercialitzar un producte que conté
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organismes geneticament modificats és molt complicat i necessitaria de més estudis per
declarar-los segurs pel consum huma. Per tant, una altra alternativa estudiada recentment
¢s la encapsulacié de probiotics (Mokhtari et al., 2019; Raise et al., 2020; Yahav et al.,

2018), tot i que és una opcid que encareix el procés de produccio.

Determinar els mecanismes de persisténcia d’aquests probiotics en la microbiota de
I’hoste seria un aveng important, ja que no esta clar si la colonitzacié per part dels
probiotics es manté després de la suplementacio. Tot i1 aixo, és un treball molt tedids
determinar cadascun dels mecanismes que utilitza cada tipus de probiotic i quin impacte
biologic esta influenciat per aquests factors, ja que aixd depeén del tipus de
microorganisme, la freqiiéncia d'administracid i la composicio de la microbiota de cada
individu. S’ha vist que en alguns casos de transplantament de microbiota fecal en terapies
per pacients amb trastorns gastrointestinals com la malaltia de Crohn, hi ha una
predominanga de la microbiota a retornar a la composici6 original passades les 6 setmanes
o directament hi ha pacients que no aconsegueixen una correcta colonitzaci6 després del
trasplantament (Sokol et al., 2020). Per tant un factor a tenir en compte €s que s'hauria de
formular un producte amb probiotic que es pogués consumir repetitivament i perllongar

el seu consum en el temps, sense cap impacte perjudicial per la salut.

Estudis recents focalitzats en el microbioma i I’aparicié de noves técniques experimentals
1 de seqiienciaci¢ d'alt rendiment ens poden ajudar a adquirir coneixements essencials
sobre probiotics. Aixi es pot facilitar la transformacio cap un model terapéutic dirigit cap
a la malaltia i el pacient en concret. Tot i aix0, pot ser en aquest cas estariem parlant de
farmabiotics, en comptes de nutribiotics, per tant potser no seria d’interés per la indastria

alimentaria, sin6 per la farmaccutica.
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8. Conclusions

La utilitzacid de bacteris formadors d’espores en suplementacid alimentaria esta
augmentant exponencialment. L’especial interés en demostrar els seus beneficis
terapeutics ha derivat en que els estudis referents a la seva capacitat de mantenir-se
viables en processaments industrials siguin escassos. Tot i que promoure un benefici per
la salut de I’hoste és la propietat probidtica més important, per fer-ho aquest també ha de

sobreviure i mantenir-se estable en el producte que el contingui fins la seva ingesta.

En aquesta revisid bibliografica s’ha establert un model comparatiu entre els grups
bacterians Bacillus i1 Clostridia per determinar quina soca pot ser un potencial probiotic
en la producci6 d’aliments. La seguretat i eficiéncia de Bacillus pel consum huma ha estat
confirmada en aquest estudi, en canvi és necessaria la realitzaci6 de més estudis
experimentals per assegurar el consum probiotic dels Clostridials en humans ja que
presenten una elevada resisténcia a antibiotics. Les soques Bacillus testades han
demostrat una alta resisténcia als processaments térmics industrials i a les condicions
gastrointestinals tant in vivo com in vitro, per sobre de les especies Clostridials. Bacillus
coagulans GBI-30 6086 ¢és la que ha mostrat els millors resultats en la majoria de
processaments i matrius alimentaries amb reduccions decimals inferiors a 1 log CFU/g o
mL. Tot i aixi, en I’eleccié d’una soca especifica en la producci6é d’un aliment probiotic
s’ha vist que dependra tant la composicid de 1’aliment com el tipus de processament, ja

que tenen impactes diferents en la viabilitat de les soques probiotiques.

Dr’altra banda els Clostridials han demostrat tenir més efectes beneficiosos en multiples
malalties que afecten la salut humana en general, en canvi Bacillus presenten beneficis
més concretament a nivell gastrointestinal. El paper dels Clostridials en la indistria
alimentaria encara s’ha de determinar, futurs estudis més exhaustius sobre la seva
utilitzacié en produccié alimentaria podrien representar la introduccié d’aquests en

aquesta industria.
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9. Autoavaluacio

La present revisio bibliografica m’ha permes enriquir els meus coneixements sobre un
topic actual de la biotecnologia alimentaria. Ha estat tot un repte ja que jo m’he
especialitzat durant la carrera en el sector biomedic 1 per tant, escollir aquest tema em
portava a un moén prou desconegut per mi. A més a més, la idea inicial era realitzar un
treball experimental analitzant diverses formulacions en matrius de fruita, amb el
probiotic Bacillus coagulans GBI-30. L’objectiu era comprovar la viabilitat i vida 1util
d’aquests productes en diferents condicions (pH i temperatura), després d’un procés de
pasteuritzacid. Malauradament, el projecte en el que havia de participar encara estava en
les primeres etapes de desenvolupament i 1’alternativa va ser la realitzacié d’un treball
bibliografic relacionat amb aquest ambit. Aquest succés va comportar que hagués de
treballar a contrarellotge i partint de pocs coneixements sobre 1’ambit. Personalment,
considero que gracies a I’aprenentatge obtingut durant el grau de Biotecnologia vaig

poder superar aquests dos obstacles amb ¢exit.

Realitzant aquesta revisio bibliografica me n’he adonat que la microbiota és un camp molt
ampli 1 que encara queda molt a investigar. Aquesta esta involucrada en multiples
afeccions 1 en els sistemes de defensa propis com el sistema immunitari. L’estudi dels
probiotics representa la possibilitat de millorar la nostra qualitat de vida, pel que fa a una
bona salut en general i a la lluita contra multiples malalties. Ara bé, una preocupacié que
m’ha sorgit després de la finalitzacié d’aquesta revisié és que he pogut comprovar que
per la comercialitzacié d’un producte com a probiodtic, no és un requisit la realitzacio
d’estudis de resisténcia gastrointestinal de la soca utilitzada. Estar d’acord amb aquest
criteri és molt complicat des d’un punt de vista €tic. Si una empresa decideix no realitzar
aquest tipus de prova, ja que requereix d’un cost d’inversid6 més elevat, la poblaci6 esta
comprant un producte final com a probiotic que conté aquests bacteris beneficiosos pero,
no s’ha comprovat si seran viables després de realitzar el seu cami pel tracte
gastrointestinal. Per tant, crec que la legislacié vigent respecte la comercialitzacio de
probiotics, hauria d’incloure en els seus requisits i criteris 1’obligacid de realitzar proves
de resisténcia gastrointestinal. D’aquesta forma, s’assegura la venta d’un producte optim

que compleix les caracteristiques que promet, per tal de no enganyar al consumidor.
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12. Fitxa de seguiment del tutor

Normativa de Treball Fi de Grau Facultat d’Enologia
Aprovada per Junta de Facultat d’Enologia del dia 30 d’octubre de 2014

ANNEX 2

FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A del TFG

Nom i Cognoms de I'Alumna  JULIA ALVARO SERRANO
Nom i Cognoms del Tutor Albert Bordons

Data de la entrevista amb I'alumna (1) dv 4 mar 2022
(2) dc 23 mar 2022
(3) dt 10 maig 2022
(4) per email: 23 maig, 26 maig

Recomanacions durant el sequiment
(1) Vol fer de tema Probidtics TFG Biblio, Begoiia li ha dit que parli amb mi. Esta fent Pract Ext a Delafruit

Fruselva, Selva del Camp (hi treballen 2 biotecs: Ana Rodriguez i Lucia Abarrategui), que fan proves per
utilitzar Bacillus com a probiotics. Proposo tema TFG sigui probidtics esporulats, avantatges. Li passo info
del meu post i assignatura AFCBN.

(2) RC m'ha assignat com a seu tutor. Comentem estructura del TFG bibliografic. Intro sobre probiotics i
esporulats, i justificacio, interés a Fruselva i proves que fan; i després desenvolupar aspectes de selecciod,
legislacio, tecnologia, conservacio, seguretat etc.

(3) Comentem dubtes que té sobre estructura memoria, tenint en compte que és TFG bibliografic. Aviat em
passara esborrany.

(4) A mitjans de maig em va passant esborranys de memoria i li vaig corregint i recomanant alguns canvis.

Observacions: Cap, tot correcte.

Observacions Darrera revisié: Tot correcte.

Signatura del Tutor Signatura de I'Alumna

S

Tarragona a 26 de maig de 2022
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