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Ingredientes Bioactivos: Tendencias

Biotecnologia industrial: la herramienta para la
obtencion de ingredientes bioactivos

Estudios preclinicos con modelos in vitro:
herramientas para la identificacion y evaluacion
del efecto bioactivo







> Tendencias de mercado: Ingredientes bioactivos

Tendencia ingredientes:

Tendencias del consumidor 'Sustitu_c_ion quimicos
*Preocupacion por el uso de *Trazabilidad
quimicos *Uso de ingredientes
-La demanda de productos alimentarios
“organicos” *Nuevos ingredientes

*Ingredientes comercio
justo
*Produccion local

«Concienciacion y consumo ético

|

Tendencias en el sector
«Declaraciones “Producto libre de...”
‘Incremento en la segmentacion




> Tendencias de mercado e ingredientes bioactivos:
EL PAPEL DE LA BIOTECNOLOGIA

v' Con la Biotecnologia Industrial es posible obtener ingredientes
bioactivos de base bioloégica, basados en metabolitos o moléculas
sintetizados por microorganismos y microalgas, o en algunos caso,
los propios microorganismos.

v' Los procesos de microencapsulacion permiten proteger los estos
ingredientes, obtenidos por técnicas biotecnologicas y hacerlos mas
eficaces.

v Los efectos biologicos de los ingredientes bioactivos necesitan
evidencias cientificas. Empleando modelos in vitro es posible
evaluar la bioactividad de los ingredientes en su fase de desarrollo,
ayudando en su diseiio y formulacion. Estas técnicas son
complementarias y previas a los ensayos clinicos.






> Biotecnologia Industrial - éQUE ES?

La Biotecnologia Industrial integra un conjunto de técnicas que emplean enzimas
Yy microorganismos para obtener productos en los sectores quimico, agricola,
alimentacion humana, alimentacion animal y cosmética.

Desde el Departamento de Bioensayos de AINIA, la I+D+i que se realiza en el
area se centra en el diseino, optimizacion e implementacion de procesos de base
biologica, aunando el Know How existente en las areas de microbiologia,
biotecnologia, ingenieria de procesos y disefio de equipos y siempre orientando
los procesos desde el inicio a buscar la mayor viabilidad industrial.

N Bioproduccion: Produccion de microorganismos con distintas
funcionalidades, starters industriales y probioticos.

B Biosintesis: Sintesis de compuestos de alto valor afiadido a partir de
microorganismos seleccionados.

B Biocatalisis: Transformaciones bioldgicas de productos mediante el empleo
enzimas y de microorganismos seleccionados.
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> Biotecnologia Industrial - éPARA QUE SIRVE?

BIOPRODUCCION

v'Levaduras vinicas,
cerveceras, panaderas.

v Bacterias acido-
lacticas: probioticos.

v'Cultivos iniciadores
para alimentos carnico-
curados, encurtidos,
industria lacteas:
Starters.

v'Microorganismos de

aplicacion en agricultura:

biocontrol,
bioestimulantes del
crecimiento,
antagonistas.

BIOSINTESIS

v Aminoacidos potenciadores
del sabor (glutamico,
aspartico) y antioxidantes
(triptéfano, histidina).

v Antibioéticos y péptidos
antimicrobianos
(bacteriocinas).

v Acidos grasos
poliinsaturados (EPA,
Omega-3, DHA, etc.)

v Pigmentos naturales
(B-caroteno, Astaxantina)

BIOCATALISIS

v Produccion de enzimas
(Proteasas, amilasas,
quitinasas endolisinas)

v Produccion de hidrolizados
de proteinas ricos en
aminoacidos libres y
péptidos bioactivos.

v Hidrolisis de hidratos de
carbono no solubles
(Celulosas y
hemicelulosas) para
obtencion de azucares
fermentables (azilcares de
segunda generacion).

v Sintesis enzimatica de
oligosacaridos.
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> Biotecnologia Industrial - EJEMPLOS

BIOPRODUCCION BIOSINTESIS BIOCATALISIS

Starters y probidticos Pigmentos Producaon de enZImas




>Esquema general: Desarrollo de Principios Activos

e Evaluacién de Funcionalidad: Screening y seleccion
e Ingenieria Genética: Disefio de Microorganismos Superproductore

MEREELELE o Cell Factories: Modificacion de Organismos Eucariotas

¢ Aislamiento de Microorganismos
S

7

e Escala de Laboratorio: Variables Intensivas
e Optimizacion y Escalado: Variables Extensivas y productividad

e Separacion fisica J

Bioproceso

7

©
=
&
O
c
o
O
?
o)
i
c
O
)

e Purificacion de metabolitos

Downstream

Viabilidad t

e Liofilizacidn
e Microencapsulacion
Estabilizacién




> Biotecnologia Industrial - FASE I: El microorganismo

Aislamiento, conservacion, caracterizacion

= Aislamiento y conservacion
= Caracterizacion genética

= Identificaciéon: MALDI-TOF, microscopia
electrdnica, genes de AMR, secuenciacion
masiva...

= Evaluacion de la actividad in vitro:

= Produccion de compuestos de interés

= Potencial probidtico
= Modelos celulares

= Resistencia GI, biodisponibilidad...

1.4£0.12a_ 1.1202b _1.0+0.1a

= Proteobacteria

= Acidobacteria

= Actinobacteria

= Bacteroidetes

= Gemmatimonadetes

= Chloroflexi

= Firmicutes

15.340.5a = Verrucomicrobia
Candidatus Saccharibacteria
15.1¢1.1¢ w others

5.5£0.2b



> Biotecnologia Industrial - FASE II: El Bioproceso

Definicion, optimizacion y escalado

e Cinéticas de crecimiento

e Seleccién y optimizacidon de variables (medios de cultivo,
temperatura, factor de inoculacion, agitacion, aeracion)

Mejora resistencia a post-procesos
Balances de materia y energia

Estudios de viabilidad técnica y econdmica
Etc.




Separacion fisica

eCentrifugacién
eFiltracién tangencial
e Microfiltracién
e Ultrafiltracion
ePurificacion (FPLC)
ePurificacion mediante tecnologias de extraccion (FSC)

eLiofilizacién
eMicroencapsulacion

Lactobacillus spp. Bacillus spp. Saccharomyces sp.
col _ony-forming units/q before spray 101 101 108
drying
colgny-forming units/q after spray 101 1010 106
drying




> Microorganismos probioticos

Aislamiento de Cepas probiodticas

Caracterizacion de la actividad probiotico: Ensayos in-vitro

Seleccion de la cepa con capacidad probiodtica

Definicion del proceso de bioproduccion

Estabilizacion de la cepa probiodtica




e e e e e e e e T e a i n ia

Seleccion de enzimas proteoliticas o de microorganismos con
capacidad proteolitica

Definicion del proceso de hidrdlisis

Fraccionamiento de material proteico mediante ultrafiltracion

Caracterizacion de las fracciones proteicas: Ensayos in-vitro
para evaluacion de la bioactividad

Definicion del proceso de biocatalisis

Purificacion del péptido bioactivo (FPLC) y estabilizacion







¢ Qué implica el desarrollo de productos con
declaraciones de propiedades saludables?

El Reglamento (CE) N° 1924/2006 relativo a las declaraciones nutricionales y de propiedades
saludables en alimentos define las declaraciones de propiedades saludables como “cualquier
declaracion que afirme, sugiera o dé a entender que existe una relacidn entre una categoria de
alimentos, un alimento o uno de sus componentes, y la salud”. Unicamente las declaraciones
consideradas cientificamente fundamentadas y autorizadas por la Comision Europea (CE) podran
utilizarse en la UE.

La UE publica una lista con el Registro de Declaraciones Nutricionales y de Propiedades Saludables
de la UE, que contiene todas las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables
autorizadas y no autorizadas (http://ec.europa.eu/nuhclaims/).

1 should be r dry in order to obtain the claimed
amount can reasonably be consumed & o rora bulanced diet. The target
adults who want to lawer their bload cholesterol concentratior

» EFSA

Ilealth claim appl beta-glucans and lowering of blood cholesterol and reduced risk of
rticle 14 of Regulation (EC) No 1924/2006 (Claim serial No:
Int doo

. You . . 0306 2011 cns.
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A A e e R S R e e e e T T a i n ia

Etapas en el desarrollo y validacion de alimentos funcionales

V

ETAPA 1. OBTENCION Y ESTABILIZACION DE INGREDIENTES FUNCIONALES (AINIA)

ETAPA 4. ESTUDIOS CLINICOS DE INTERVENCION EN HUMANOS (HOSPITAL)

“l ﬁ 3 in W e l www.ainia.es Y 18



B R a i n ia

El Digestor Dinamico in vitro reproduce las condiciones naturales del tracto gastrointestinal humano
(estdmago e intestino delgado) y sus caracteristicas principales

“l ﬁ a in’J \i—i' ( 1] 8 l www.ainia.es



Casos practicos de aplicacion del Digestor Dinamico in vitro

Nuevas formulaciones que posibiliten una mejor absorcion de nutrientes: Estudio de
resistencia gastrointestinal de Fe microencapsulado

V

\“. BAKE, = ainia

otechnological
for the production of

centro tecnolégico
RON MICROENCAPSULATION TO ENHA
BIO-AVAILABILITY IN BAKERY PRODUC

Microencapsulacién in Vitro Gastrointestinal Digestion - Iron
fuentes de hierro Microencapsulated

%o Bioaccessibility of total
iron
8

Ddecccccccncccccccccccccccnas) |eccccccccccaad |acacaaad
Incorporacién a matriz R Eaiieieteteteleluleeiieieteteteieiate AN (ieieteteieieleiuials I Rl
alimentaria Py R e AR I (RPN (R (R
L ! o | [
° T T
Iron coumpound Iron Iron
(free) microencapsulated 1 microencapsulated 2
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El Digestor in vitro de Fermentacion Coldnica, reproduce el proceso de digestion gastrointestinal

(estdbmago , intestino delgado y colon)

3, ﬁ a in ‘i—i' ( 1] 8 l www.ainia.es

Digestion gastrica de los alimentos, consistente
en la transformacion del bolo alimenticio en el
quimo (digerido gastrico)

Digestion intestinal se siguen descomponiendo
los nutrientes y/o compuestos bioactivos, dando
lugar al quilo (digerido intestinal)

Fermentacion por accion de la microbiota
intestinal que tiene lugar en el intestino grueso
(colon ascendente, transversal y descendente)




Casos practicos de aplicaciéon del Digestor in vitro de Fermentacion Colénica

e e e e e e e e T e a i n ia

Probioticos: Estudio de resistencia gastrointestinal y fermentacion coldnica
de probiodticos

Digestor in yfn de Fermentacion Calgaiea ESTUDIO DE LA RESISTENCIA GASTROINTESTINAL IN VITRO DE UN
] SIMBIOTICO Y SU CAPACIDAD DE MODULACION DE LA MICROBIOTA

INTESTINAL

|
- =N 4=

Estomago infesting

sosndnie oton frasversal Arsaariocts
Colon ascendente Colon transversal Colon descendente
(R3) (R4) (R5)

1

Viabilidad de la cepa Analisis de la picmbigta intestinal

orehidtica tras su paso por .
el tracto gastrointestinal *Toma de afcuotas en el periodo basal (0, 5, Ty 12 das)y| .
en el periodo de tratamiento (2, 4,7, 3, 11y 14dias)
= Toma de muestra al inicioy
final de Iz digestion » Anilisis de microorgani indicadores de la qugrohiots i
gastrointestinal intestinal total, p i fich para la salud 2
humana y relacionados con palegenivdat
* Recuento de Rifidobasterias ;
totales mediante el recuento Lastabasilus =
en placa en medio selectivo y g A -
su incubacion 3 37°G £ 1°G en Srmakactsiaceas SR =55 [ | e, e
i de ez Y.

Anaerobios totales
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Modelos celulares que mimetizan el 6rgano diana

vV

Desarrollo de bioensayos a medida segin el
objetivo funcional de interés

Modelo Celular Funcionalidad Biomarcador

inflamaciéon (NFkb, citokinas), muerte
celular (BAX, BCL2), regulacion tejido
adiposo (leptina, cuerpos grasos),
proliferacion celular, formacion de
colageno, etc

v Anti-inflamatorio

v' Probidtico

v Regulacion del colesterol
v Neuroprotector

v' Modulador de obesidad
v’ Resistencia a insulina Técnicas
v’ Biodisponibilidad recuento

Espectro-fluorimetria

Modelos celulares que
mimetizan el érgano diana v’ Saciante

. v’ Efecto antiedad -t
L oo v’ Salud désea &

Metodologia

Analisis Espectrometria

molecular . , de masas
» de flujo : m

Células de
lasangre
o/ dacinn, -

=
- [%
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Caso practico de aplicacion de los cultivos celulares

S,
=
Q0

Extractos de
Polifenoles vegetales

Bioensayo con la linea de monocitos THP1
Evaluar la capacidad de inhibir NFKB

=] THFe LhLos

Yu b Eostordacion
Uk v ublquitinacion

Ao
50—
Antiodantes 20 Uy un
~
MOk sty @ Thae ™y ¥ { \
B acanie
G’S P85 [ w® | psarzcasion
Genes daune
7 o Acthvacion g 3 TSI, e

f amma HANSCODION L

\ = S e CSFs o mye

A _Qﬁ("ﬁ")l / VLA 1. 001, E-selocting
N Uimmmver——  / Factor s
N —

Ext. Capacidad antiinflamatoria de los extractos
Ext. en células THP1 posteriormente tratadas con LPS

Ext. 1
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.
Ext.

810,00

;— .
050,00
. B8200,00
J T 1

= N W H» 01 & N

-0,5

0 0,5 ) 1,5 2 2,5
Unldades arbitrarias’respecto control
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Sistema integrado
Digestor Dinamico in vitrol Modelos celulares que mimetizan el sistema biolégico

. L. Funcionalidad
Dlgestzl_‘es ':‘_ vitro: de Reproduccién del sistema biolégico, caracterizacién y monitorizacién
igestion
gastrointestinal y de
Fermentacion
) Coldénica Bioactividad: antinflamatorio,obesidad...

Enttogn

2

Migado

i"SEIAIT| Actividad probidtica
e
- | Actividad antimicrobiana

Modulacién del perfil microbioldgico

Transwell

insert
Cell :g;c:;' L, ) .
s : S Absorcion intestinal

membrane chamber

\'“~—- Vectorial transport
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Casos practicos de aplicacion del sistema integrado Digestor Dinamico
in vitro/ modelos celulares

Proteina Bioaccesibilidad Biodisponibilidad y transporte

vegetal (simulacién de la digestion gastrointestinal) (ensayo celular con Caco-2)

Proteinas Hidrélisis del
90% de la
proteina de

Perfil de Aas libres en FS frente a Aas totales de referencia

referencia

~ | [[[]]
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r
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> Conclusiones finales

" 1a biotecnologia industrial permite obtener compuestos
bioactivos a través de bioproduccion, biosintesis y
biocatalisis con propiedades similares a las sintéticas.
Esos ingredientes podrian producirse utilizando
microorganismos seleccionados, microalgas o enzimas.
Estos ingredientes tienen un alto valor anadido, siendo
naturales, organicos y efectivos.

m Los modelos in vitro son herramientas utiles para disenar,
cribar y desarrollar ingredientes y/o productos funcionales
debido a que permiten estudiar su impacto en la salud
humana mediante la evaluacion de la bioaccesibilidad, la
biodisponibilidad, la bioactividad y la interaccion con la
microbiota.
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