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RESUMEN

Probidtico se defini6 como “microorganismos vivos, que al administrarse en
cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud al huésped ' (1). Sin
embargo, esto fue erroneamente atribuido a otros alimentos funcionales, como

los alimentos fermentados (no controlados).

Se realizé una revision bibliografica de articulos originales y revisiones
sistematicas sobre diferencias terminoldgicas, avances biotecnoldgicos en el
desarrollo de productos alimenticios probidticos en matrices de origen vegetal
(frutas y verduras), y su potencial impacto en la salud, con el fin de aportar
informacion cientifica actualizada para el adecuado uso por parte de las/los

divulgadores cientificos y profesionales de la salud.

Para determinar una cepa como probidtica, o desarrollar un producto con esta

funcionalidad, se deben cumplir como minimo la determinacién especifica de la/s
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misma/s y la dosis terapéutica cepa-especifica, que oscila entre 106 y 10

unidades formadoras de colonia por dosis (UFC/dosis).

Las ultimas investigaciones que demostraron una viabilidad positiva de cepas
inoculadas se encontraron en matrices como: jugo de manzana, laminas de
mora, jugo en polvo de grosella negra, mermelada de duraznos y snack de
calabaza. Las técnicas que favorecieron a una mayor viabilidad se obtuvieron
por microencapsulacion (atomizacion y liofilizacion) e impregnacion al vacio. Se
debe destacar que los resultados variaron segun las caracteristicas de la cepa ,

material encapsulante utilizado y matriz a inocular.

Los potenciales efectos fisiologicos se atribuyeron a los productos resultantes
especificos de cada cepa probidtica tras la fermentacidn de sustancias ingeridas,
ocasionando un impacto positivo a nivel intestinal, inmune, cardiovascular y

neuronal.

Palabras claves: alimentos funcionales, probidtico, viabilidad,

microencapsulacién, microbiota, fermentados.

ABSTRACT

The probiotic was defined as "live microorganisms that, when administered in

adequate amounts, they confer benefits for the health of the host." (1) However,
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this was wrongly attributed to other functional foods, such as fermented

(uncontrolled) foods.

A bibliographic review of original articles and systematic reviews on
terminological differences, biotechnological advances in the development of
probiotic food products in matrices of plant origin (fruits and vegetables), and their
potential impact on health was carried out in order to provide updated scientific

information for proper use by scientific disseminators and health professionals.

To determine a strain as probiotic, or to develop a product with this functionality,
the specific determination of it / them and the strain-specific therapeutic dose
must be met at least, which ranges between 10% and 10'" colony-forming units

per dose ( CFU / dose).

The latest investigations that demonstrated a positive viability of inoculated
strains were found in matrices such as: apple juice, blackberry slices,
blackcurrant powder juice, peach jam and pumpkin snack. The techniques that
favored greater viability were obtained by microencapsulation (atomization and
lyophilization) and vacuum impregnation. It should be noted that the results varied
according to the characteristics of the strain, the encapsulating material used and

the matrix to be inoculated.

The potential physiological effects were attributed to the specific resulting
products of each probiotic strain after the fermentation of ingested substances,
causing a positive impact at the intestinal, immune, cardiovascular and neuronal

levels.
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Keywords: functional foods, probiotic, viability, microencapsulation, microbiota,

fermented.
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I. INTRODUCCION

Dentro de los alimentos funcionales, los probidticos, microorganismos vivos que,
administrados en concentraciones adecuadas, confieren beneficios para la salud
del consumidor, (1)(Anexo: tabla 1) han sido utilizados como sinénimo de
alimentos fermentados (2)(3) (Anexo, tabla 2) al asociarlos unicamente a la
existencia de microorganismos vivos. En los ultimos afios, asociaciones de
expertos como la International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics
(ISAPP) ha publicado consensos sobre el alcance y el uso adecuado de cada

término. (Anexo: tabla 3, grafico 1)

Los probidticos de origen lacteo son tradicionalmente los de mayor consumo y
difusién por la industria de los alimentos, pero, en los ultimos afios se incrementé
la demanda de productos con funcionalidad probiética de origen no lacteo (4)
ante la necesidad creciente de la poblacidon no consumidora de alimentos de
origen animal, que por diversos motivos, como elecciones personales
(vegetarianismo, veganismo) o requerimientos por patologias (alergias o
intolerancia a lactosa, dislipemias, u otros), buscan este tipo de productos. (4)

(Anexo: tabla 4 y 5)

Fuera de las matrices alimentarias clasicas para desarrollar productos
probiodticos, como yogures (5) y quesos (6), son diversos los alimentos en los

cuales se ha evaluado, y continta en investigacion, la posibilidad de vehiculizar
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microorganismos con ésta funcionalidad, como por ejemplo chocolate (7)(8),

helado (9), cereales (10)(11), panificados (12), legumbres (13)(14), frutos secos

(15)(16), y lo cual sera el foco de la presente revision, frutas y hortalizas. (17)(18)

La alimentacion propia de areas rurales y cultura agraria, con mayores consumos
de fibra, frutas y verduras, se ve reflejada en la salud intestinal, con una mayor
proporcion de la cepa Prevotella, con incrementos importantes de las especies
fermentativas con potencial efecto benéfico para la salud. (19)(20) Mientras que,
en las regiones industrializadas con habitos propios de la vida urbana, asociadas
al alto consumo de grasa animal y bajo consumo de fibra dietética, se encuentra
en la microbiota intestinal humana un mayor numero de cepas potencialmente
perjudiciales que resultan tolerantes a las sales biliares, como Proteobacterias y
Clostridios  (Bacteroides, Alistipes y Bilophila); y menores niveles de las
beneficiosas como Lactobacilos y Bifidobacterias (Roseburia, Eubacterium
rectale y Ruminococcus bromii), que metabolizan los carbohidratos complejos de
los vegetales, reduciendo significativamente el potencial de microorganismos a
los que se esta expuesto (21). A su vez, el consumo de una cantidad de
microorganismos inferior a la requerida, se asociaria con la aparicion y desarrollo
de enfermedades cronicas no transmisibles (ENT). (22) Ciertos estudios
relacionan la presencia de estas patologias con el crecimiento no equilibrado de
los microorganismos que se concentran principalmente en el tracto
gastrointestinal de los seres vivos. (19) Existen otras asociaciones entre la
microbiota y la salud como son las alteraciones cardiovasculares (20),
respiratorias, inmunolégicas, neurolégicas, trastornos inflamatorios intestinales,

cancer colorrectal y enfermedades hepaticas. (23)
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Uno de los habitos que puede prevenir la aparicién de sintomatologias y/o
patologias, como asi también evitar y/o disminuir un crecimiento
desproporcionado de microorganismos de la microbiota, es el consumo de fibra
dietética (19) (prebidticos) y alimentos funcionales con accién probidtica, dado
que no se puede sintetizar bacterias de forma enddgena, siendo necesaria su

incorporacion siempre de forma externa. (24)

Suplementos y alimentos son los vehiculos utilizados para desarrollar productos
con probiéticos. Los suplementos contienen hasta 101 UFC/g' * de uno o una
mezcla de probidticos, y se presentan como polvos, tabletas o capsulas. (25)

(anexo: tabla 6)

Para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales no lacteos con accién
probidtica, las frutas y hortalizas son de las matrices mas seleccionadas por tener
mayor aceptabilidad, aunque la incorporacion de cepas en las mismas

representa un desafio tecnoldgico para lograr su viabilidad.

El propdsito del siguiente trabajo apunta a esclarecer conceptos sobre
probioticos, identificar matrices alimentarias seguras y generar un documento de
consulta para profesionales de la salud interesados en el tema ya que resulta de
valor una revisidon bibliografica de trabajos originales sobre el desarrollo de
productos alimenticios probidticos, para definirlos dentro de los alimentos

funcionales, diferenciarlos de los alimentos fermentados y aportar conocimientos

"+UFc/G En microbiologia , la unidad formadora de colonias (UFC; en inglés, CFU, colony-forming unit) es una unidad de
medida que se emplea para la cuantificacion de microorganismos, , es decir, para contabilizar el nUmero de bacterias o células

fungicas (levaduras) viables en una muestra liquida o solida.
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para el uso por parte de las/los divulgadores cientificos y profesionales de la

salud.

Il. METODOLOGIA Y OBJETIVOS

DISENO: Se realizé una revision bibliografica, con finalidad descriptiva y
exploratoria de trabajos originales y revisiones sistematicas sobre el desarrollo
de productos alimenticios de origen vegetal con funcionalidad probidtica que
contemplaran: la deteccién de microorganismos y/o, seleccion e inoculacién de
cepas probidticas, y/o tecnologias para favorecer la vehiculizacion de bacterias
probiodticas en matrices alimenticias, y los potenciales efectos en la salud de los

consumidores.

METODOLOGIA DE BUSQUEDA: Las fuentes primarias y secundarias de
informacion fueron consultadas en bases de datos electronicas: SciELO, SISBI,
PubMED, BIREME(BVS), LILACS , Google Académico y Conicet, durante los
meses de Mayo 2020 a Enero 2021, busquedas tanto en inglés como en espaiol,
utilizando las palabras clave : “probidticos y viabilidad”, “alimentos funcionales”,
“‘y vegetales”, “y frutas”; “microbiota y salud”, “microbiota y probiéticos”, “cepas
probioticas y salud”. Como filiro se consideraron revisiones bibliograficas y
metaanalisis de los ultimos 10 anos.

Asimismo, se consultaron bases de datos de organismos oficiales como

Ministerio de Salud, FAO-OMS, Alimentos Argentinos, Organizaciéon Mundial de

Gastroenterologia (WGO), Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos
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y Tecnologia Médica (ANMAT), e Asociacion Cientifica Internacional de

Probidticos y Prebicticos (ISAPP).

Para la seleccion final de los articulos originales se tuvieron en cuenta:

Criterios de inclusion:

a) Estudios en los que se desarrollaron productos alimenticios probiéticos en
matrices de origen vegetal, especificamente con base en frutas y
hortalizas que describen las cepas bacterianas utilizadas y técnicas de
vehiculizacion de las mismas.

b) Estudios que analicen el potencial impacto en la salud de las cepas
seleccionadas.

Criterios de exclusion:

a) Todos aquellos estudios en donde se desarrollen productos probiéticos
con base en matrices de origen vegetal que no incluya frutas y verduras,
como cereales, pseudocereales , frutos secos y legumbres.

b) Estudios en donde se desarrollen productos probidticos con base en
matrices de origen lactico u origen animal.

c) Fermentaciones no controladas en donde no se presente informacion

certera de los microorganismos presentes.
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OBJETIVOS

GENERAL:

Realizar una revision bibliografica sistematizada de las ultimas publicaciones
cientifico académicas de los avances biotecnolégicos en el desarrollo de
productos alimenticios probidticos en matrices de origen vegetal,

particularmente, frutas y verduras.

ESPECIFICOS:
a) Definir probidtico, cepas probidticas y bases para el desarrollo de
productos alimenticios con estas potencialidades.
b) Describir las técnicas existentes para favorecer la vehiculizacion y
viabilidad de las cepas a inocular.
c) Describir dosis minima terapéutica y el potencial impacto sobre la salud

del huésped.
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lll. RESULTADOS

La principal busqueda se realiz6 en el portal Scielo, con las palabras “probiotics
and viability” obteniendo n 79 resultados, al aplicar el filtro a partir de 2010 se
redujeron a n 66 resultados (1 revisidon y 65 articulos), de los cuales: n 32 fueron
descartados por tratarse de estudios elaborados en animales o con bases en
alimentos o productos alimenticios derivados de animales. De los n 34 restantes,
n 16 eran articulos sobre técnicas de microencapsulacion para mejorar la
viabilidad de probidticos y una revision sobre avances en la microencapsulacion
de probidticos, que fueron utilizados para la elaboracién del presente trabajo.
Los n 16 articulos restantes sobre el desarrollo y evaluacion de productos
potencialmente probidticos con bases en matrices de origen vegetal, de estos n
10 fueron descartados por ser en base a cereales, legumbres o frutos secos.
La seleccion final se redujo a n 6 articulos.

Se complementd la revision a través del portal SISBI, con una busqueda
semejante a la realizada en Scielo, con las palabras en castellano “probiéticos
y viabilidad”, obteniendo n 514 resultados, que al aplicar el filtro de los ultimos
10 anos, se redujo a n 412 resultados. Luego, al afadir las palabras “alimentos
funcionales” se redujo a n 84 resultados, finalmente adicionando las palabras “y
vegetales”, se redujo a n 3 resultados, y cambiando ésta por “y frutas”, se
obtuvieron n 15 resultados. La misma busqueda se realizé en el portal PubMed,
llegando a n 17 resultados sobre el filtro final “and vegetables”, y n 40 con el filtro

“and fruits”. Estos, junto a los seleccionados a partir de la busqueda en Scielo,
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han permitido desarrollar antecedentes y una seleccién final en base a los
criterios de inclusion.

Para evaluar el concepto: “potencial impacto de las cepas probioticas sobre la
salud humana”, se realizaron busquedas en los portales Pubmed, Google
Académico, Lilacs y Scielo, utilizando palabras claves como “microbiota y salud”,
“microbiota y probidticos”, “cepas probidticas y salud” utilizando el filtro de
publicaciones de los ultimos 10 afios, seleccionando revisiones bibliograficas y
metaanalisis. Asimismo, se realizaron busquedas con el nombre especifico de
cada cepa bacteriana para desarrollar su efecto en la salud y busquedas con las
palabras: fermentos vegetales, alimentos fermentados y “fermentos vegetales y
bacterias de acido lactico” (BAL) segun los criterios de inclusidon anteriormente

descritos.

a) CEPAS PROBIOTICAS: terminologia y criterios de seleccion

El término probidtico (del griego “para la vida”, contrariamente al antibiético) fue
definido en el afno 2001 por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion y la Organizacion Mundial de la Salud (FAO/OMS),
como "microorganismos vivos (compuesto activos que comprenden
principalmente bacterias y levaduras) que cuando se administran en cantidades
adecuadas y viables, confieren un beneficio para la salud del huésped” lo cual
se da al interactuar directamente con el microbioma humano, entendiéndose
como tal, a aquellos microorganismos que habitan el tracto gastrointestinal. Al
afio siguiente se publicaron las Directrices para la Evaluacion de los Probioticos

en los Alimentos (26) para reguladores, cientificos y la industria.
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En el afio 2013 por convocatoria de Asociacion Cientifica Internacional de
Probidticos y Prebidticos (ISAPP), un panel de expertos puso en discusion el
término definido inicialmente, junto con las directrices (26), concluyendo que las
mismas eran incoherentes respecto a los avances cientificos y tecnologicos de
los ultimos anos, planteando la necesidad de precisar con mayores detalles el
término, para definir su alcance y uso correcto tanto por parte de profesionales
de la salud, como para los consumidores. (27) De esta manera se defini6é que los
probiéticos deben tener un contenido minimo determinado, un recuento viable
al final de la vida util, una evidencia adecuada de beneficios para la salud, y que
deben ser “seguros para el uso previsto”. Estos mismos parametros se
continuaron contemplando en 2018, en la ultima declaracion de ISAPP, y se

encuentran actualmente en el Codigo alimentario argentino (CAA).(1,28)

Se deben cumplir determinadas caracteristicas para que una cepa sea

considerada probidtica. (Tabla 7)

Tabla 7 : Criterios para determinar cepas probidticas

1. identificacién genotipica y
fenotipica de la cepa Género, especie y nivel de cepa

Determinacion de las caracteristicas de resistencia al acido gastrico, enzimas
digestivas, acido biliar, capacidad para hidrolizarlas, y actividad antimicrobiana
contra posibles bacterias patdgenas y saprofitos, resistencia a antibiéticos,

2. pruebas in vitro verificando la ausencia de genes de resistencia transferibles.

Debe estar respaldado por al menos un ensayo clinico humano positivo, que
3. pruebas in vivo validen el efecto beneficioso en la salud del huésped.

Las cepas probidticas deben ser generalmente reconocidas como seguras,
utilizando la nomenclatura correcta correspondiente al origen, habitat y fisiologia
de la especie (GRAS por sus siglas en inglés) y no generar un potencial dafio

4. evaluacion de la seguridad |durante su administracion. (33)

Para que los probidticos impacten de forma beneficiosa en la salud, es necesario
que una cantidad suficiente de probidticos viables lleguen al intestino humano,
esta cantidad se conoce como “dosis minima terapéutica”. Se establecié una dosis
5. determinacion de la dosis  |minima de 108 UFC/dia. Para que cobre importancia fisiologica, deben llegar a las
minima terapéutica personas por encima de 10° UFC/dia. (34)(35)(36)(37)

Fuente: elaboracion propia
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Entre los microorganismos probidticos se encuentran las especies de
Lactobacillus y Bifidobacterium, levaduras como Saccharomyces Cerevisiae y
algunas especies de Bacillus, entre otros. (29)
Actualmente, Lactobacillus Rhamnosus GG y Saccharomyces Boulardii son las

cepas mas estudiadas.

Varias especies de Pediococcus, Propionibacterium, Oenococcus, Bacillus,
Faecalibacterium y Enterococcus se perfilan como candidatos probioticos. Las
bacterias acido lacticas, entre las que se incluye el género Lactobacillus, tienen
funciones como agentes para la fermentacion de alimentos (30), son una
herramienta tecnoldgica en la conservacion de productos y pueden generar

efectos fisioldgicos benéficos al huésped mediante la capacidad probidtica. (31)

Las cepas de Lactobacillus Acidophilus, Lactobacillus Casei, Lactobacillus
Plantarum, Lactobacillus Rhamnosus y Bifidobacterium Lactis son las mas
utilizadas en la formulacion de nuevos productos probidticos de origen

hortofruticola. (32)

Algunos de los ensayos que se realizan para iniciar la busqueda y seleccion de
probioticos son la estabilidad genotipica y fenotipica, utilizacion de hidratos de
carbonos y proteinas, identificacion de resistencia a antibiéticos, capacidad de la
cepa para inducir una respuesta inmune, presencia de factores de virulencia, etc
(33). Otros, también relevantes, son los de adhesion (autoagregacion,
hidrofobicidad superficial, adhesion a mucosas y células intestinales) utilizados
para estimar la capacidad de colonizacion de la cepa seleccionada y efectividad

de la cepa en el intestino. (34)(35)
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a.b) Bases para el desarrollo de productos alimenticios

i) Normativas regulatorias vigentes:

En relacién al desarrollo de alimentos funcionales probibticos, las normativas
internacionales mas relevantes (31,36) iniciaron en Japon, donde se cre6 en la
década del 80, el concepto Foods for Special Health Use (FOSHU), “alimentos
para uso especifico de la salud” que abarca 11 categorias donde se incluye tanto
a probioticos como prebidticos. (35)(37) En la década del 90, se crea en la Unién
Europea, el Functional Food Science in Europe (FUFOSE) a partir del cual se
desarrolla un documento consenso de los conceptos cientificos sobre alimentos
funcionales en Europa. Los fabricantes de estos productos deben seguir pasos
determinados y declarar las propiedades saludables a la Comision Europea,
quien los acepta o rechaza en base a la evaluacion cientifica de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

En Estados Unidos, quien los regula es La Agencia de Alimentos y Farmacos
(FDA, Food and Drug Administration), describiéndose en el Cdédigo de
Regulaciones Federales (CFR) los requerimientos para aprobar una alegacién
de propiedad saludable, dentro de otros pasos necesarios previa aprobacion de
un nuevo producto.

Desde el afio 2002, Brasil dispone un “Reglamento técnico de sustancias
bioactivas y probidticas aisladas que hacen referencia a propiedades funcionales
y relacionadas con la salud” creado por la Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) del Ministerio de Salud, donde se disponen los lineamientos
para asegurar la inocuidad de los productos, realizar su registro y regular su
comercializacion.

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) no define con claridad el término alimento
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funcional, pero en el afio 2011, el Instituto Nacional de Alimentos (INAL),
dependiente de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia médica (ANMAT), determiné (Capitulo XVII de Alimentos de régimen
o dietéticos, Articulos 1389 y 1390) a los alimentos adicionados con probidticos
o prebidticos, considerandolos como ingredientes alimenticios, como asi también
los protocolos que establecen los requisitos y evaluaciones para la inclusién de
los mismos en alimentos, que resulta responsabilidad de la Comision Nacional
de Alimentos (CONAL). (1) Desde el afio 2012 se encuentra disponible por
ANMAT, el Instructivo para solicitar la autorizacion de “alimentos con
probioticos”, entre otros conceptos. (38)
Dentro de estas normativas existentes, la Argentina, se destaca por la exigencia
sobre la carga de células viables de un probidtico como ingrediente para

alimentos. (36)

ii) Desarrollo del producto:

Los lineamientos para llevar adelante el desarrollo de un producto probidtico
implica un proceso determinado. (Grafico 2)

Se deben seleccionar y aislar las cepas en concentraciones mayores a 107
UFC/g, valor calculado en base a la porcion diaria de microorganismos
probioticos viables, que deben ser ingeridos para obtener efectos funcionales,
como asi también, desarrollar caracteristicas que permitan que éstas
permanezcan con actividad durante toda la vida util del mismo. Esta seleccidn
se basa en criterios para lograr su estabilidad genética, mantenimiento de sus

propiedades funcionales y la viabilidad de los mismo durante las operaciones de
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procesamiento y almacenamiento, la supervivencia durante el transito intestinal,

y los potenciales beneficios de salud de los consumidores. (32) (39)(40)

La obtencion de la biomasa puede darse a partir de la fermentacién del alimento
que sera la matriz portadora , o la fermentaciéon en un medio de cultivo diferente
a la matriz donde se inoculard, disefiado con un aporte de nutrientes 6ptimos
para lograr el desarrollo de materia activa deseado. La inoculacion e incubacion
de los microorganismos suele darse en ambientes microaerdfilos. La tasa de
crecimiento final dependera de la especie, de las condiciones de fermentacion y

del medio de cultivo.

Finalizada la fermentacion, la biomasa es separada del medio de cultivo, por
centrifugacion o filtracion y lavados. Finalmente es utilizada en fresco sobre la
matriz, 0 secada y almacenada hasta su uso. (29) Proveer de todos los
ingredientes que componen la matriz alimentaria es fundamental para la
elaboracion del producto, contemplando la adicion de las cepas probidticas
mediante la eleccidn de la técnica mas apropiada que asegure la viabilidad de

los microorganismos (capitulo IV b.i)

Se procede a realizar ensayos “in vitro” e “in vivo” que demuestren el/los efecto/s
adjudicado/s al alimento probidtico y pruebas complementarias para garantizar
la seguridad de la cepa o del alimento adicionado con esa cepa. Una vez
aprobado, se provee de cultivos bacterianos y de la matriz alimentaria, realizando
pruebas a gran escala en planta, cerrando el proceso con el control de calidad
y comunicacion de los cambios observados, que dependera de todos los pasos
previos. (6)

La incorporacion de los probidticos genera en los alimentos modificaciones en
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las cualidades organolépticas y nutricionales contribuyendo a mejorar la
digestibilidad y preservacion del producto final. Las bacterias acido lacticas
(BAL), ademas de producir acido lactico, generan pequefias cantidades de
acetaldehidos y diacetilo, que otorgan aromas y sabores a los alimentos que

pueden ser influyentes en la mayor o menor aceptacién por parte del consumidor.

Figura 2: Pasos para la elaboracién de productos probidticos

[ Seleccion y aislamiento de lafs cepa’s probioticals. ]

[ Produccion y secado de biomasa. ]
[DESEII‘FD"D de la maltriz alimenticia con la's cepals. ]

Validacidn de las propiedades benéficas del al:imer:to]

l

[ Escalamiento del cultive probidtico ]

|

Escalamiento del alimento con probidtico.

|

Determinacion de la vida Otil y de calidad

Autor: elaboracion propia adaptado de (39)(40)(29)(6)

240



| Escuela de
RNI | Revista Nutricion Investiga U Nutricién

iii) Experiencias en el desarrollo de productos alimenticios probiéticos en

matrices de origen vegetal (frutas y hortalizas)

El mercado de alimentos funcionales probidticos no lacteos se encuentra en
crecimiento, su investigacion y desarrollo a nivel internacional es amplio. (Anexo:
tablas 4 y 5) Las busquedas seleccionadas son en su mayoria de origen
centroamericano, asiatico o europeo. Por el momento, en territorio nacional sdlo
se encuentran disponibles y regulados para su comercializacién productos
probioticos de bases lacteas. (6)(42) Aunque en los ultimos afios se han
desarrollado algunos proyectos con bases en alimentos de origen vegetal,

(Genevois CE.) (43)(44)

Las frutas son una de las matrices mas seleccionadas para el desarrollo de
posibles productos probiodticos/simbioticos (Anexo: tabla 8) , ya que son fuente
de carbohidratos, fibras, acidos, minerales, polifenoles, vitaminas, compuestos
aromaticos, fitoesteroles entre otras sustancias bioactivas. Para retrasar el
desarrollo microbiano y prolongar su vida util se puede utilizar la fermentacion
lactica por accion de bacterias acido lacticas (BAL) como una estrategia y nueva
alternativa para su conservacion ante el uso de aditivos quimicos. (45) Por otro
lado, contribuye a potenciar aromas, sabores y posee actividad antioxidante al
mejorar la biodisponibilidad de compuestos fendlicos. Ademas de la
conservacion y desarrollo de caracteristicas sensoriales en los alimentos, la
mayoria de las BAL tienen accion probidtica, las cuales al ser consumidas por el
hombre en cantidades adecuadas, aportarian beneficios para la salud del mismo.

(31)
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Los prebidticos o fibras solubles, como la inulina y sus hidrolizados
(fructooligosacaridos, FOS) son adicionados con el fin de ser utilizados como
materiales encapsulantes o enriquecedores para mejorar la viabilidad de los

probidticos inoculados, ademas de aportar mayor contenido de fibra,

favoreciendo la accion simbidtica de éstos productos. (46)(47)

Existen diversos estudios donde se evalué la adicién de prebidticos como
material enriquecedor. En uno de ellos se concluyé que en el jugo clarificado de
manzana, la adicién de oligofructosa favorece la conservacion de Lactobacillus
Paracasei por 28 dias en refrigeracion (48), contrariamente al jugo de naranja,
donde no se logré ejercer un efecto protector, pero igualmente se lo describe
como un sustrato adecuado para propagar Lactobacillus Paracasei (en
reemplazo de los caldos de cultivo Mann Rogosa and Sharpe - MRS), ya que
mostraron una viabilidad del cultivo superior a 108 UFC/ml durante 28 dias

almacenados en frio. (49)

En un reciente estudio donde se evalud la viabilidad del Lactobacillus Casei en
suspensiones a base de concentrado de mora adicionada con inulina, se observé
que el efecto protector del prebidtico no fue evidente, ya que a las 24 y 48 hs
disminuyo la cantidad de bacterias. Dentro de las variables evaluadas, las que
mas afectaron la sobrevida de las bacterias fueron la variacion en la
concentracion de la pulpa, la cantidad de in6culo utilizado y el tiempo de
inoculaciéon. Sin embargo, resulta una matriz adecuada para el desarrollo
innovador de un producto secado por aspersién, que garantiza la viabilidad de
los microorganismos siempre que se realice el secado con una inoculacién 0 hs.

(50)
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La porosidad de la fruta es uno de los factores que favorecen la inoculacién de
bacterias en el uso de la técnica de impregnacion al vacio. Esto se evidencié en
un estudio donde la matriz seleccionada fue el chayote, y, entre otras variables,
se evalud su porosidad a través de diferentes cortes geométricos (cuadrado,
lamina y paralelepipedo), para determinar cual era el que favorecia una mayor
superficie para el desarrollo bacteriano. La evaluacion a través de acidez titulable
probd una mayor viabilidad en paralelepipedos, con valores superiores a 10°
UFC/g y mayor aceptacion sensorial luego de 20 dias de almacenamiento, con
una formulacién pulpa:agua 75:25. (51) Otro estudio donde se consideré la
porosidad de la matriz alimentaria y resulté efectivo el uso de fibras con
diferentes combinaciones (inulina y FOS) como protectores del probidtico
inoculado, fue en laminas de mora, que mediante impregnaciéon al vacio y
liofilizacion, partiendo de una viabilidad superior a 10° UFC/gr en la muestra,
lograron niveles de sobrevida de Lactobacillus Casei por mas de 40 dias, con
recuentos superiores a 10% UFC/g, mientras en la muestra control (sin
prebioticos) fue inferior luego de 25 dias. Se concluyd que es una combinacion
(matriz-pre/probiotico) adecuada para el desarrollo de un producto probidtico con
potencial simbiotico, que favoreceria a la salud, siempre que su consumo sea

regular. (52)

Se evalud el rol del alginato y pectina para mejorar la supervivencia de
Lactobacillus Plantarum y Bifidobacterium Longum durante el almacenamiento
en jugo de granada y arandanos, y la influencia de varios materiales de
recubrimiento, como el quitosano, la gelatina y el glucomanano en la
supervivencia celular y en el tamafio y dureza de las perlas. En comparacion a

las cepas libres, la encapsulacién dentro de perlas de alginato o pectina mejord
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significativamente la supervivencia, pero el recubrimiento de las perlas con
quitosano o gelatina la mejoré aun mas (obteniéndose una concentracion de
aproximadamente 108 UFC/ml y 108 UFC/ml para Lactobacillus Plantarum y
Bifidobacterium Longum después de 6 semanas de almacenamiento en jugo de
granada y arandano, respectivamente); mientras que el recubrimiento con
glucomanano no tuvo ningun efecto positivo. Igualmente, las perlas de pectina
eran mas blandas que las perlas de alginato, un problema a considerar para

aumentar su estabilidad mecanica. (53)

Si bien la microencapsulacion es una de las técnicas mas estudiadas y aplicadas
para la inoculacion de bacterias, no resulta efectiva en todas las cepas ni en
todas las matrices. Un estudio evalud la viabilidad de Bifidobacterium Animalis
microencapsulado (con maltodextrina) e incorporado en harina de platano ante
condiciones de almacenamiento y estrés (t°, pH y sales biliares). Si bien la
eficacia de la encapsulacioén resultd del 82%, y éste probidtico sobrevivié en el
producto por 3 semanas a las concentraciones recomendadas para su actividad
probidtica, en general ante las pruebas de estrés los niveles disminuyeron
significativamente (a pH? inferior a 3,5 y concentraciones de sales biliares
superiores a 1 g/L, los recuentos de Bifidobacterium Animalis tuvieron una
reduccion significativa después de 120 minutos de exposicion), y no fue
resistente a t° mayores a 50 °C. Los autores concluyen que la principal causa fue
que el material encapsulante no es el adecuado para este tipo de cepa ni de

matriz. (54)

2 pH (potencial hidrégeno): coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad, segun la
cantidad de iones de hidrogeno presentes, en una solucién o sustancia.
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Durante el desarrollo de un nuevo producto se deben considerar un estudio de
mercado previo, como también las elecciones del potencial consumidor, dentro
de éstos los jugos de frutas resultan uno de los productos de mayor
aceptabilidad. En una revision del ano 2017 (24) se relevaron los estudios mas
recientes sobre la inclusién de probidticos en este tipo de producto alimenticio.
En uno de ellos se evalud la viabilidad de Lactobacillus reuteri DSM 20016 en
jugos de manzana, pifia, naranja y frutos rojos, a diferentes temperaturas de
almacenamiento. Se obtuvo que la viabilidad varia segun el tipo de jugo (la cepa
sobrevivio en los jugos de pifia, naranja y manzana, mientras que experimento
una fuerte reduccion en el jugo de frutos rojos). (55) Otro resultado 6ptimo se
obtuvo en jugos de anana, melocoton y manzana, donde se evaluo viabilidad y
resistencia a la digestién gastrica simulada de Lactobacillus Casei LC (1 01 y
Lactobacillus Casei BGP 93 (comunmente utilizados en productos lacteos), lo
cual no resulté en el jugo de naranja, donde se vio afectada la proliferacién de

ambas cepas. (56)

Una alternativa a los jugos de fruta altamente acidos son los polvos de jugos
instantaneos, los cuales se identificaron como buenos portadores de células
probiéticas. En un estudio se probd la supervivencia de células liofilizadas de
Lactobacillus Plantarum mezcladas con varios polvos de frutas instantaneos
liofiizados (fresa, granada, grosella negra y arandano) durante el
almacenamiento por 12 meses, asi como despueés de la reconstitucion con agua.
A los polvos de fruta se le afiadieron inulina y goma arabiga. La mejor
supervivencia se observo para el polvo de grosella negra (casi sin disminucién),
mientras que la peor supervivencia se obtuvo en polvo de arandano. La inulina y

la goma arabiga demostraron un efecto protector sobre la supervivencia en el
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caso del arandano. Los principales factores que influyeron en la supervivencia

celular fueron la actividad del agua y el pH. (57)

Otro tipo de producto a base de frutas, con resultados positivos para incorporar
bacterias, podrian ser las mermeladas. Se estudio la viabilidad de seis cepas
silvestres de Lactobacillus Rhamnosus, en comparacién con Lactobacillus
Rhamnosus GG (LGG), en un medio sintético de durazno (conformado por 11 g
de sacarosa; 0,3 g de agar y 100 mL de jugo de durazno concentrado) y en
mermelada de durazno comercial, almacenadas durante 45 dias y 78 dias a
temperatura ambiente y condiciones de refrigeracion, respectivamente. Las
cepas silvestres de Rhamnosus demostraron un mayor nivel de supervivencia
ante las diferentes temperaturas de almacenamiento en comparacion con la cepa
tipo (LGG), exhibiendo recuentos superiores a 10 7 UFC/g. Una ingesta diaria de
aproximadamente 10 gramos de mermelada podria suministrar desde 10 8 a 10

9 células probidticas viables. (58)

El desarrollo de productos probidticos a base de hortalizas no resulta tan
abundante como los que son a base de frutas. Se los ha encontrado

principalmente en jugos combinados con frutas.

En jugos mixtos de mango y zanahoria se evaluo la viabilidad de Lactobacillus
Rhamnosus, Lactobacillus Plantarum y Lactobacillus Acidophilus. Si bien los
jugos con mayor proporcion de pulpa de mango fueron mas aceptados, los
microorganismos tuvieron mayor viabilidad en los jugos que tenian mayores
concentraciones de pulpa de zanahoria, con recuentos de Lactobacillus
Plantarum por encima de 107 UFC/mL, durante la vida Gtil de 35 dias, después

de la simulacion de condiciones gastrointestinales. Luego de 35 dias de
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almacenamiento se detecto reduccion de pH y aumento de acidez, lo cual influyd

negativamente en su aceptacion. (59)

A una mezcla de jugos de alcachofa de Jerusalén, pifia, calabaza, espinaca y
pepino, se los fermentd comparativamente con Lactobacillus Acidophilus
DSM13241, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 55544,
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Lactobacillus plantarum DSMZ 20174 y
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 a 37 ° C durante 24 h. Los jugos
fermentados se mantuvieron a 8 °C durante 45 dias y se evalud la viabilidad de
las cepas durante el periodo de almacenamiento, en los dias 15, 30 y 45. Durante
la fermentacioén, el numero de células probiéticas viables aumentd hasta 10942
UFC/ml, por lo que al final del almacenamiento, todas las cepas exhibieron una
cantidad aceptable de viabilidad, siendo Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103
el valor mas alto, alcanzando 10%3° UFC/mL. La evaluacion de aceptabilidad tuvo
una puntuacion promedio de 3,8 sobre 7, lo cual mejord con la adicién de un 30%

de jugo de manzana. (60)

En un trabajo de investigacion nacional se ha probado a la calabaza como matriz
para crear un alimento funcional. Se formulé un snack fortificado con hierro y
Lactobacillus casei ATCC-393 y se observo que el 55% del hierro resultd
bioaccesible a nivel intestinal, y que su presencia favorecié la viabilidad del
probidtico, obteniendo un recuento mayor a 107 UFC/g en la calabaza durante
14 dias a 8°C, y mejorando su tolerancia a la digestion gastrointestinal in vitro.
El producto tuvo buena aceptabilidad global y el agregado de hierro no fue
percibido. La autora concluye que una porciéon (~25 g) del snack a base de

calabaza fortificado con hierro y Lactobacillus casei aportaria un contenido de
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hierro superior al 30% de la RNIs3 y una concentracion del probiético por encima
de la concentracién minima establecida (FDA, EFSA y ANMAT)* para que un
producto sea considerado probi6tico al momento del consumo. Los subproductos
del proceso inicial (pulpa y céscara de calabaza), fueron utilizados como
sustrato-soporte de Lactobacillus casei presentando un recuento viable mayor a
108 UFC/g. Se realiz6 un polvo de calabaza (PC), que demostré una
supervivencia del probidtico mayor a 74% durante 28 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente. El nuevo ingrediente a base conteniendo Lactobacillus
casei fue testeado como suplemento dietario en dos bebidas comerciales, y
como ingrediente alimentario, incorporandolo a la formulacion de un postre de
origen no lacteo, con un recuento de probidticos de 10° UFC/mL, mostrando
ademas un efecto potenciador del color, firmeza y la capacidad de retencion de
agua, confirmando su potencial aplicacion como ingrediente en la industria

alimentaria. (44)

3 RNIs: ingesta recomendada de nutrientes

4 FDA: Food And Drug Administration, organismo del gobierno federal de los Estados Unidos que regula y administra
alimentos y medicamentos.

EFSA: European Food Safety Authority, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.

ANMAT: Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica de la Republica Argentina.
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b) Técnicas para la vehiculizaciéon de cepas a inocular
i) Viabilidad de microorganismos

La seleccibn de alimentos que aporten microorganismos Vvivos con
caracteristicas probidticas y beneficios probados y seguros para la salud es
diversa, y cada especie y cepa adicionada, puede reaccionar diferente,
dependiendo del producto en el que se vaya a vehiculizar. En productos lacteos,
su composicion facilita la adicién de cepas probidticas, confiriéndole proteccién
a los mismos (grasa y proteinas como la caseina), mientras que la composicion
de alimentos con matriz no lactea contienen carbohidratos no digeribles (fibras
solubles), proteinas y vitaminas, que actian mas débilmente en esta proteccion.
(35)

Las frutas y los vegetales son dos de las matrices donde mayor foco se esta
haciendo para el desarrollo de alimentos funcionales con caracteristicas
probioticas. (Anexo: tabla 8) Resulta necesario realizar ensayos de viabilidad de
la/s cepals a inocular en la matriz que se pretenda utilizar para desarrollar el
nuevo producto. (61)

El aislamiento de cepas de bacterias acido lacticas de frutas y verduras
fermentadas, pueden ser de utilidad en el desarrollo de productos con accién
probiética. Para que cumplan con tal efecto, se deben considerar diversos
factores, como las propiedades de la matriz (composicién fisicoquimica, bioactiva
y sensorial) (18) al igual que las intrinsecas de la cepa (sobrevivir y colonizar el
tracto gastrointestinal, tolerancia a pH 2,5 a 3,5, resistencia a la pepsina
estomacal, sales biliares, pancreatina intestinal, y adherencia a la mucosa

intestinal) (32), asi como también los factores que influyen en el crecimiento
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microbiano como la acidez, el pH, actividad del agua del alimento, concentracion
de oxigeno, temperatura de produccién, tipo de empaque, temperatura de

almacenamiento y tecnologias de conservacion como secado y congelacion.
En su conjunto, estas caracteristicas influyen en la viabilidad y crecimiento de
los microorganismos, y estabilidad del producto durante la produccion |,

almacenamiento y consumo final. (35)

Algunos de los parametros claves a considerar en la produccion de bebidas de
fruta con probidticos son: el pH del producto final, que permite la supervivencia
de los microorganismos; la temperatura de almacenamiento, encontrando
mejores resultados en condiciones de refrigeracién (4°C), logrando la estabilidad
microbiolégica, fisicoquimica y sensorial del producto, evitando la produccion de
metabolitos que impacten en la viabilidad de los probidticos; el perfil sensorial de
la bebida; y la temperatura de crecimiento, que por encima de 45°C durante el

procesamiento resulta ser perjudicial para la supervivencia probioética. (32)

Las condiciones adversas ante las que se presentan los microorganismos
incluyen las caracteristicas ambientales tanto de la matriz alimentaria donde se
desarrollara el producto de interés, asi como el tracto gastrointestinal del
huésped. Se encuentran en estudio diversas técnicas para aumentar la
resistencia de los microorganismos, como la seleccién adecuada de cepas
bacterianas resistentes a los acidos y bilis de estémago, el uso de dos fases
fermentativas, adaptacion al estrés, incorporacion de micronutrientes, como

péptidos y aminoacidos y microencapsulacion, entre otras técnicas. (62)
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ii) Técnicas para mejorar la viabilidad de microorganismos en el desarrollo

de productos en matrices de origen vegetal

a) Microencapsulacion:

La encapsulacion es un proceso que se aplica a los microorganismos (material
activo) seleccionados para la inoculacién con el fin de protegerlos de factores
medioambientales que representen un riesgo para su viabilidad, como también
su estabilidad, biodisponibilidad y conservacién, aislandola mediante un material
de recubrimiento o material pared (material encapsulante), formando capsulas
en miniatura que pueden ir de micras hasta 2 milimetros, variando en su forma,
segun métodos y materiales utilizados. (62)

El material pared forma microcapsulas semipermeables, de morfologia esférica,
recubiertas por una membrana resistente soélida, o sodlido-liquido. Para la
seleccion adecuada del material pared se deberan considerar aspectos como
grado alimenticio 5, costos y propiedades fisico-quimicas como la solubilidad,
peso molecular, transicién vitrea / fusion, cristalinidad, difusividad, formacion de
peliculas y propiedades emulsionantes, biodegradabilidad y capacidad para
formar una barrera entre el interior de la capsula y sus alrededores, resistir la
acidez estomacal impidiendo la inactividad de la cepa antes de su llegada al sitio
de accion.

Los materiales de recubrimiento de origen vegetal mas empleados en la
encapsulacién de bioactivos son: lipidos, polisacaridos (almidén y sus derivados,

amilosa, amilopectina, dextrinas maltodextrinas, celulosa y derivados), exudados

5 Grado alimenticio: referencia al embalaje en contenedores adecuados y seguros que no transmitan
sustancias toxicas, no modifiquen olores, colores y sabores, resistan el desgaste, impacto y oxidacion.
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y extractos de plantas (goma arabiga, goma tragacanto, goma mesquita,

pectinas, entre otras), carragenatos, alginatos, proteina aislada

de soja. En términos generales, los polisacaridos presentan una alta facilidad
para formar microparticulas esféricas durante el secado, por lo que son
ampliamente utilizados. Idealmente, el encapsulante debe proporcionar a la
pelicula propiedades emulsificantes, ser biodegradable, resistente al tracto
intestinal, tener baja viscosidad y un alto contenido de sodlidos, baja
higroscopicidad, no ser reactivo con el nucleo, tener capacidad para sellar y
mantener el nucleo en el interior de la capsula, tener capacidad para
proporcionar la maxima proteccién al nucleo contra las condiciones adversas,
ausencia de sabor desagradable para su aplicacion en alimentos y tener
viabilidad econdmica. Por lo general, se utilizan mezclas de materiales para
poder cumplir con dichas caracteristicas. (63)

El material activo, microencapsulado, mantiene su estructura durante
prolongados periodos de tiempo y es liberado al medio a velocidades
controladas, en condiciones especificas. Existen diferentes mecanismos de
liberacion, dentro de los cuales encontramos: la fusién o disolucién en donde las
capsulas son descompuestas por la adicion de un solvente o por la acciéon de
calor, aumentando la humedad cuando el recubrimiento es hidrosoluble; la
presion fisica, en donde las capsulas son liberadas por fuerzas externas o por
friccion y la difusion, en donde las capsulas salen de su matriz guiadas por
gradientes de concentracién, fuerzas atractivas de enlace como puentes de

hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, grado de entrecruzamiento y cristalinidad.
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Este ultimo mecanismo esta controlado por la solubilidad y la permeabilidad del
agente encapsulado en el material protector.
Existen diversos métodos de microencapsulacion que se aplican aislados o
combinados.(Tabla 9) Para la eleccién de la mas adecuada se deben considerar
factores fisicos propios de la técnica como la temperatura, humedad, tiempos de
exposicion al calor, mecanismos oxidativos y agitacion que afectan su
supervivencia, asi como la sustancia a encapsular, la cantidad y el tamafio de
las capsulas a desarrollar para que no interfieran en la percepcion del
consumidor y el mecanismo de liberacion deseado. También se consideran las
propiedades quimicas necesarias para su aplicacion, escala, costos de
produccion, como también condiciones de procesamiento, material de empaque

y condiciones de almacenamiento. (64)

Tabla 9 : Métodos de microencapsulacion segun la naturaleza del proceso

Procesos Clasificacion

Fisicos Atomizacioén (secado por aspersion)
Liofilizacion (secado por congelacion o enfriamiento)
Extrusion

Refrigeracion por pulverizacién (enfriamiento por aspersion)
Recubrimiento por aspersion

Quimicos Polimerizacion interfacial
Inclusiéon molecular

Fisicoquimicos Coacervacion simple y compleja

Atrapamiento en liposomas o micelas inversas
Gelificacion ionica

Emulsificacion

Fuente: Adaptacion de Nava Reyna, Erika y col. Microencapsulacion de componentes bioactivos
Investigacion y Ciencia, vol. 23, num. 66, septiembre-diciembre, 2015, pp. 64-70

https://www.redalyc.orq/pdf/674/67446014009.pdf
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b) Atomizacién / Pulverizacion (o secado por aspersion):

Esta técnica consiste en la formacién de microparticulas contenedoras de
microorganismos, mediante la incorporacion en una camara con gas caliente
(generalmente aire a 120-200 °C) de una suspension o emulsidon que contenga
el compuesto bioactivo y el material polimérico seleccionado (soluble en agua),
para la posterior evaporacion, logrando que queden atrapados dentro del
material encapsulante. (64)

Se sugiere el uso de agentes termoprotectores, como la inulina, que aumenta la
supervivencia de los microorganismos después del secado y durante el
almacenamiento, debido a que minimizan el estrés mecanico, oxidativo y
osmoético al que pueden ser sometidos. (65)(66)

Para sus aplicaciones se deben considerar, como criterios de estabilidad, la
interacciéon con la matriz, las propiedades fisicoquimicas, las propiedades de
emulsificacion, entre otras.

Como ventaja de esta técnica se incluye su bajo costo, su flexibilidad, seguridad,
buena estabilidad del producto final y que el dafio térmico a los microorganismos
es bajo, por lo que se puede trabajar con productos sensibles a la temperatura,
gracias a que la velocidad de secado es relativamente rapida. (69) Ademas,
permite procesar grandes volumenes de solucion. Por estos motivos es una de
las mas utilizadas en la industria alimentaria. Sin embargo, se deben controlar
variables como el flujo de alimentacion, flujo del aire y las temperaturas de
entrada y salida del mismo.

En cuanto a sus desventajas, se considera que puede ser riesgosa la viabilidad
de los microorganismos probidticos sometidos a este procedimiento, ya que

depende en gran medida de las temperaturas de entrada y de salida utilizadas
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en el proceso debido al dafio que puede ocurrir en la membrana celular.
Temperaturas superiores a 90°C serian perjudiciales para los mismos, afectando
drasticamente la supervivencia de los microorganismos y reduciendo la
eficiencia, siendo mas letal el tiempo de exposicion al calor.(70,71) La membrana
citoplasmatica, el ARN, ADN vy la pared celular se ven afectadas por el estrés
durante este proceso, generando reduccion o pérdida de las actividades del
metabolismo (por afeccion de la membrana, aumenta su permeabilidad
ocasionando pérdida de componentes intracelulares).(70)(63)(29)(61)

En una revision sistematica del afio 2019, se integrd y analizé los resultados en
cuatro tematicas especificas: microorganismos (Bacterias acido lacticas-BAL),
agentes protectores, condiciones del proceso de secado por aspersion y
productos secos obtenidos. Concluye que esta técnica, aunque expone a las
células a diferentes tipos de estrés, es una alternativa para el secado de BAL,
con porcentajes de supervivencia de hasta el 99 %. A su vez, remarca que
principalmente los estudios revisados se han realizado a nivel de laboratorio,

siendo necesario realizar pruebas en planta piloto o industrial. (71)

c) Liofilizacién (o secado por congelacion):

Esta técnica permite reducir el contenido de agua por sublimacion al vacio,
logrando la inmovilizacion celular mediante la congelacion (pudiendo ser incluso
a -190°C), secado y desorcion de los microorganismos principalmente
termosensibles. Como resultado se obtiene una pasta seca, lo cual favorece la
conservacion del producto.

Existe una variedad de criopreservantes como la glucosa, lactosa, maltodextrina

y trehalosa, que evitan la deshidratacién de las células probidticas durante el
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proceso de congelacién, manteniendo sus actividades enzimaticas vy
protegiendolas de los ambientes acidos durante el almacenamiento en matrices
alimentarias.

Como ventaja las condiciones de procesamiento de esta técnica son menos
nocivas que las de secado por atomizacion (minimiza los cambios asociados a
las altas temperaturas, conservando su morfologia), por lo que se obtiene un
porcentaje de viabilidad mayor.

La viabilidad de los microorganismos probiéticos luego de la liofilizacién depende
de la cepa, la temperatura a la que se almacene y el crioprotector que se utilice.
Como desventaja de esta técnica se presenta el gran consumo de energia, los
costos operativos que se requieren y los largos periodos de procesamiento en
comparacion con la técnica de secado por aspersion, lo que representa un

inconveniente para ser desarrollado a escala industrial. (72)(63)(73)(70)

d) Extrusion:

Este método consta de la preparacion de una solucion hidrocoloide, a la cual son
incorporados microorganismos, luego se la pasa por un dispositivo que forma
gotas y se las deja caer en una solucion gelificante, como el cloruro de calcio.
Este dispositivo depende de la escala a la que sea utilizado, a nivel laboratorio
se utiliza una jeringa, mientras que a escala piloto se requiere de un dispositivo
extrusor a alta presién, de tamairio y velocidad de conteo controlada.

El alginato de calcio es comunmente utilizado como material de recubrimiento.
(64)

La principal ventaja es su bajo costo y simplicidad (74), permite generar

microcapsulas menos porosas que el secado por aspersion.
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Esta técnica asegura la viabilidad de los microorganismos probiéticos, ya que no
causa dafio celular, y se ha probado la supervivencia de Lactobacillus
rhamnosus alcanzando 10% UFC/g después de 4 meses de almacenamiento. (75)
Ademas, puede realizarse tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas, sin
la necesidad de utilizar solventes toxicos. (76)

Dentro de las desventajas, se consideran su baja capacidad de produccion, baja
disponibilidad de material pared y formacion de grandes particulas (tipicamente
500-1.000 mm), generando poca aceptabilidad al no pasar desapercibidas en la
boca del consumidor. Por otro lado, en comparacién con el secado por aspersion,
ésta duplica su costo. (72)

La coextrusion o extrusion centrifuga es un tipo de tecnologia de extrusion, en la
cual una solucion acuosa de polimero caliente fluye a través del tubo exterior, la
sustancia a encapsular pasa por el tubo interior y ambos fluidos son descargados
finalmente en una corriente del fluido transportador. Esta técnica es comunmente

utilizada para encapsular aceites y microorganismos. (63)

e) Refrigeracion por pulverizacion (enfriamiento por aspersion) :

Esta técnica requiere de la elaboracidon de una mezcla que presente el material
a encapsular y el material de recubrimiento en pequenas gotas. Luego se
nebuliza mediante un atomizador dentro de una camara donde fluye aire frio. La
baja temperatura permite la solidificacion del material pared, logrando la
formacion de las microparticulas. Se ha utilizado principalmente para encapsular

vitaminas y minerales. (77)
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Si bien es una de las técnicas de menor costo, su principal desventaja es la baja

capacidad de encapsulacion y la expulsion del nacleo en el almacenamiento.

(72)

Un estudio evalud, mediante el uso de esta técnica, la viabilidad de células de
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis (BI-01) y Lactobacillus acidophilus (LAC-
04) encapsuladas en un material lipidico (manteca de cacao). Este resulto eficaz
en la proteccion de los probidticos ante el paso por los fluidos gastricos e
intestinales, como también durante el almacenamiento a temperaturas bajo cero.
El tamafo y morfologia de las capsulas obtenidas no causarian efectos nocivos
en la textura de los alimentos, pero es necesario continuar estudiando factores
para mejorar la viabilidad de las células a temperatura ambiente y de

refrigeracion para facilitar su uso en productos alimenticios. (78)

f) Emulsificacion:

Esta técnica se basa en la relacion entre una fase discontinua o dispersa (matriz
que contiene el elemento a encapsular) y una fase continua (aceite vegetal). Para
que se forme una emulsion de agua en grasa, se requiere de tensioactivos o
surfactantes (como el polisorbato 80), el cual homogeniza y estabiliza la mezcla.
Cuando la emulsién se formo, se agrega un agente solidificante (como el cloruro
de calcio) para formar las capsulas mediante la agitacion, las cuales pueden
variar de tamano entre 25 um y 2 mm. El tamafo de las mismas va a depender
de la velocidad de agitacion y la proporcién aceite/agua. El disolvente organico
se elimina por evaporacion mediante la agitacion.

Dentro de los posibles materiales encapsulantes puede utilizarse hidrocoloides

como el alginato, la carragenina y la pectina.
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En cuanto a sus ventajas se destaca la simplicidad de los procedimientos
involucrados.
Como desventaja se puede mencionar la presencia de aceites residuales sobre
la superficie de las capsulas, los cuales van a perjudicar la textura y propiedades
sensoriales del producto. Otra desventaja puede ser la utilizacion de surfactantes
o0 emulsionantes, que pueden ser toxicos para las células probibticas. Por estos
motivos, esta técnica es utilizada mayormente en laboratorio, y no en la industria

alimentaria. (72)

g) Polimerizacion interfacial

Esta técnica consiste en disolver un monémero hidrofébico (con capacidad de
formar polimeros) en un material activo hidrofébico, logrando la dispersion de la
mezcla en una fase polar, mientras un catalizador genera la polimerizacion del
mondmero, dando lugar a un polimero insoluble en la sustancia activa
hidrofébica, depositandose como cubierta de la sustancia activa (membrana que
da lugar a la pared de la microcapsula).(79)

Los polimeros utilizados como material de recubrimiento son las poliamidas,

poliuretanos y nylon, entre otros. (62)

h) Inclusion molecular:

Esta técnica se caracteriza por ser el resultado de la interaccion entre el agente
encapsulante y el material encapsulado mediante enlaces de hidrogeno y/o
fuerzas de van der waals. El agente encapsulante mas empleado es la beta-

ciclodextrina.
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Esta técnica es usada principalmente para la microencapsulacion de sabores y
olores cuya caracteristica lipofilica, los condiciona a que se deban incorporar en
matrices alimentarias que contengan grasas o aceites para poder ser
solubilizados y dispersados apropiadamente.

Dentro de sus ventajas encontramos la capacidad de proteger ingredientes
termosensibles adicionados en los alimentos que le brindan sabor y olor (aceite
de ajo, cebolla, vitaminas A, E, K). Realiza la transformacién de los aceites
responsables de los sabores y olores en los alimentos, en sélidos que permiten
la solubilizacion directa y la dispersién uniforme. La estabilidad térmica de la
estructura que forma la ciclodextrina con el material central, permite que las
microcapsulas puedan usarse en procesamiento de alimentos a altas
temperaturas.

Entre sus desventajas encontramos que las altas temperaturas y humedad

pueden afectar la liberacion del ingrediente de inclusion. (80)(79)(62)

i) Liposomas:

Los liposomas son vesiculas microscopicas compuestas por una bicapa de
lipidos que engloban un volumen acuoso, lo que los hace selectivamente
permeables a los iones y les otorga, entre otras cosas, particularidades que les
permiten interaccionar con membranas biologicas y células. Los mismos se
elaboran con moléculas anfipaticas, es decir que poseen sitios hidrofébicos (por
ejemplo fosfolipidos, como la lecitina), y sitios hidrofilicos (afines al agua).

El material a encapsular se va a colocar en la fase acuosa, si es hidrofilico, o en

el solvente organico (donde se disuelven los fosfolipidos), si es hidrofébico. La

260



| Escuela de
RNI | Revista Nutricion Investiga gt Nutricion
U
destruccién de la vesicula produce la liberacién del principio activo, la cual se
realiza por difusion a través de la bicapa.
Esta técnica es la mas conveniente para aplicar en sistemas alimenticios

liquidos, ya que protege los ingredientes hidrosolubles. (80)(62)

j) Gelificacién iénica:

Existen dos técnicas de gelificacion: la gelificacion externa, en la que la sal de
calcio soluble es agregada a una emulsion de agua en grasa. Como desventaja
de este tipo de gelificacion, se puede mencionar que el tamafo de la particula
no puede ser controlado, por lo que tienden a coagular en grandes masas,
obteniéndose una particula de gran tamano (entre 400 um y 1 mm). Por otro
lado, en la gelificacién interna, se produce la liberacién del ion calcio desde un
complejo insoluble a una solucion de alginato de sodio. Al entrar la gota de
alginato sodico en contacto con el calcio, se produce la gelificacion instantanea
de la misma, obteniéndose una membrana de alginato célcico que es insoluble
en agua pero permeable. Como ventaja de esta técnica se puede mencionar que
permite obtener particulas mas pequefas, de un tamafio de aproximadamente
50 pm. (81)(29)

Se evalud la viabilidad de Lactobacillus acidophilus en microparticulas de
alginato y con diferentes fuentes prebidticas (salvado de arroz, inulina y maiz)
producidas por la técnica de gelificacion idnica externa seguida de liofilizacion,
expuestas a condiciones gastrointestinales simuladas (ante las cuales fueron
resistentes), y almacenamiento a diferentes temperaturas. A -18°C y 7°C los
mejores resultados se obtuvieron en las microparticulas que contienen los

prebiodticos hi-maiz y salvado de arroz (haciendo mencion especial para este
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subproducto poco estudiado, con buenos resultados como protector para mejorar
la viabilidad probiética). Se concluye que el salvado de arroz y maiz, ademas de
atribuir efectos prebidticos, también es capaz de incrementar la resistencia del
Lactobacillus acidophilus con microparticulas de alginato obtenidas por
gelificacion externa, que les confieren un efecto protector y pueden ser medios

alternativos para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales. (82)

k) Coacervacion:

Es un método fisicoquimico donde hay separacion de fases, el soluto polimérico
separado en pequenas gotas constituye el coacervado y la otra fase sin polimero
es llamada solucién de equilibrio.

Cuando el coacervado se deposita alrededor de las particulas insolubles
dispersas en el liquido, se forman las microcapsulas finales por gelificacion.
Durante la coacervacion, la separacion de fases es inducida por la adicion lenta
de un “no-solvente” sobre una solucion del polimero formador de cubierta,
conteniendo suspendido el material que va a encapsularse. Se entiende por “no-
solvente” aquel disolvente que es miscible con el disolvente del polimero y en el
cual el polimero es insoluble. A medida que se adiciona el no solvente se provoca
la insolubilizacion del polimero, el cual, a su vez, se va depositando alrededor de
las particulas presentes en suspension. Al final del proceso, se anade un
volumen elevado del no-solvente con la finalidad de endurecer las
microcapsulas.

Se denomina coacervacion simple cuando soOlo estd presente una
macromolécula, mientras que cuando hay dos o mas moléculas de cargas

opuestas se denomina coacervacién compleja.
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Es un proceso relativamente simple y de bajo costo que no requiere altas
temperaturas ni solventes organicos. La desventaja es que ocurre dentro de
rangos de pH muy limitados, concentraciones de coloides y/o de electrolitos.
Generalmente, el material central utilizado en la coacervacién debe ser
compatible con el polimero del recipiente y ser insoluble en el medio de
coacervacion.

Este método se ha utilizado para producir microcapsulas de enzimas, acidos
grasos, aminoacidos, organismos, entre otros, mediante el uso de alcohol
polivinilico, gelatina-acacia y varios otros polimeros. (83)(62)

Un estudio utilizd la coacervacidn compleja para producir microcapsulas de
Lactobacillus acidophilus encapsulado en gelatina y goma arabiga
posteriormente liofilizadas. Se lograron microcapsulas con 77 y 87% de eficiencia
de encapsulacion, que logré una proteccion significativa de los probidticos contra
condiciones gastrointestinales simuladas en comparacién con las células libres.
También mejoro la viabilidad de los probidticos durante el almacenamiento a -
18°C durante 120 dias, a 7°C durante 105 dias o a 25°C durante 45 dias. Se
demostro que es una técnica adecuada y prometedora para la encapsulacion de

probioticos. (84)

iii) Otras técnicas en desarrollo

Productos en polvo

Esta técnica surge como desafio a nivel industrial para la vehiculizacién de

probioticos en preparados de bebidas en polvo dado sus numerosas ventajas,
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como la necesidad de menor espacio durante el envasado, prolongacién de su

vida de anaquel y una actividad de agua (AW) que beneficie la supervivencia de

los probidticos. (35)

En un estudio de jugos deshidratados a partir de fresa, platano y manzana, se
han probado dos procedimientos para evaluar la viabilidad ante el calor: uno de
ellos incluia la impregnacion de los probiéticos (L. plantarum 299v) en las frutas
y posterior secado por conveccién con aire caliente, luego fueron molidas y
conservadas por tres meses. El segundo procedimiento, implico el secado de las
frutas con la misma técnica que en el anterior, y el secado por aspersion de una

suspension del microorganismo, para finalmente adicionarlo al polvo de frutas.

El primer procedimiento tiene como desventaja la pérdida de bacterias, ya que
al embeber la fruta con la suspensién, queda parte de la misma en el recipiente.
El nivel de supervivencia de microorganismos también vari6é segun la fruta y la
temperatura de almacenamiento. Por otro lado, en el segundo método, al
mezclar polvo de frutas con las bacterias previamente deshidratadas, puede
generar menores pérdidas. Este ultimo, en comparacion con el primer método,
resulté de mayor efectividad al lograr cuentas de 108 - 10° UFC/g, con mayor

estabilidad durante el almacenamiento a temperatura ambiente. (85)

Al deshidratarlo, hay que considerar la mejor estrategia para protegerlo del calor.
Entre estas se encuentran: a) afadir solidos de leche desgrasada o de proteinas
de suero lacteo, b) afadir carbohidratos complejos como inulina, quitosano,
carbohidratos de maiz, almidones resistentes o p-glucanos y c) encapsular al
microorganismo con diferentes matrices comestibles como pectina, alginatos,

proteinas de diferentes origenes, etc. (86)
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Frutas y vegetales impregnadas con probiéticos

Esta técnica se lleva a cabo al sumergir la matriz alimentaria durante 2-10
minutos en un liquido, pudiendo ser un jugo de la misma fruta o una solucion
amortiguadora o isoténica, conteniendo altas concentraciones (10°-10"0
UFC/mL) del probidtico de eleccidn. Al cortar en cubos el alimento y aumentar el
area de exposicién, la impregnacién resulta mas efectiva (si se aplica pulsos de
vacio durante la inmersion del alimento, se mejora este proceso, aumentando el
numero de microorganismos presentes) (Anexo: grafico 3). Una vez impregnado,
el fruto puede envasarse fresco (minimamente procesado) o deshidratado, a fin
de disminuir la Aw del alimento. Para mejorar la supervivencia de la bacteria, se

puede deshidratar por liofilizacién, en vez de con aire caliente.

Otra metodologia que gana interés en la impregnacion de probioticos es la
deshidratacion osmoética, que consiste en sumergir al alimento en una solucién
hiperténica que contiene al microorganismo. El agua migra del alimento a la
solucion deshidratandolo parcialmente, y los solutos, incluidos los probidticos,
migran hacia el alimento. (87) El proceso ha resultado exitoso en platano
impregnado con Lactobacillus rhamnosus conservando niveles de 107 UFC/g.
(88) El almacenamiento es una etapa critica donde se observa una pérdida
considerable de la viabilidad de los probidticos. Es importante considerar la
actividad de agua, ya que se puede ver afectada la viabilidad de los
microorganismos, disminuyendo significativamente cuando la actividad de agua

(Aw) es mayor a 0.327.
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c) Impacto en la salud

Existe evidencia suficiente para poder aseverar que la microbiota intestinal
desempefia un papel destacado en la salud del huésped. Esta se encuentra
involucrada en el desarrollo del sistema inmune, en el mantenimiento de las
uniones estrechas de las células intestinales (enterocitos), en la secrecién de
moco y de inmunoglobulina A (IgA) . Muchos de sus efectos a nivel fisiologicos
se atribuyen a los productos que las distintas especies generan, tras la
fermentacion de sustancias que se ingieren. Estos efectos impactan en sistemas
como el intestinal, inmune, cardiovascular, neuronal (Anexo: tabla 10, grafico 4),
y puede tener efectos antiestrefiimiento, antidiarrea, anticancerigenos,
antitumorales, antialérgicos, antiinflamatorios, alivio a intolerancias alimentarias,
hipolipemiantes, antioxidantes, antidiabéticos, accion analgésica, vy
antibacteriana. Dichas propiedades son cepa-especificas (89), por lo que,
dependiendo de la seleccionada, es la propiedad que se le atribuya, de todas las
anteriormente nombradas. Cuando estas cepas son vehiculizadas en un
producto alimenticio, se desarrollan productos bioterapéuticos de ingenieria viva.
Los fermentos de productos alimenticios no lacteos cuentan con tres
componentes funcionales, siendo éstos los probioticos, prebidticos y biogénicos.
(90)

Para que los probiéticos impacten de forma beneficiosa en la salud, es necesario
que una cantidad suficiente de probidticos viables lleguen al intestino humano.
Esta cantidad que se conoce como “dosis minima terapéutica” es de 108

UFC/dia, aunque otros sugieren que la misma alcance por lo menos los 108
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UFC/dia. (91) Estos beneficios se atribuyen a la prevencion de diarreas
infecciosas, o a aquellas provocadas por el uso de antibidticos; a la
obstaculizacioén de la absorcion del colesterol; a la proteccién contra la formacion
de tumores; a la reduccion de los niveles de amoniaco en sangre, etc. Los
microorganismos no viables, es decir, aquellos que perdieron su capacidad de
colonizar el colon, se considera que pueden ser bioactivos. (90)

El consumo de prebidticos ayuda a preservar el ecosistema intestinal para
favorecer o conservar un buen estado de salud y provocar un efecto beneficioso
para quienes los consumen mediante su metabolismo selectivo en el tracto
gastrointestinal. Los carbohidratos complejos de la dieta sufren una fermentacién
anaerobia, obteniendo como resultado acidos grasos de cadena corta (AGCC).
Estos tienen un papel muy importante en la fisiologia de la barrera intestinal al
inhibir la inflamacién y el crecimiento de tumores.

Los compuestos biogénicos son derivados del metabolismo microbiano, que
alteran el valor nutricional de los alimentos fermentados, en comparacion de los
sustratos sin fermentar. Dentro de éstos encontramos a las bacteriocinas, que
favorecen la seguridad alimentaria, ya que son proteinas biolégicamente activas
responsables de matar o inhibir patégenos alimentarios al interrumpir la adhesién
de estas especies a la superficie de células intestinales (efecto que comparte
con la presencia de acidos grasos producidos durante el proceso fermentativo);
inmunopotenciadores; sustancias neuroactivas, como el gamma-aminobutirico
(GABA), que se encuentra en mayor proporcion en los fermentos y se caracteriza
por regular la presién arterial y prevenir el cancer; e inmunoestimuladores. Estos
favorecen la funciéon activa en los fermentos incluso en ausencia de

microorganismos vivos al momento de su consumo. Sin embargo existen
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excepciones, con sustancias no nutritivas como las aminas (generadas como
producto del metabolismo de aminoacidos durante el proceso fermentativo), las
cuales consumidas en exceso se asocian con la alteracion en la funcion
digestiva, nduseas, dolor de cabeza, cambios en la presion arterial, problemas
respiratorios, y posible interaccion con antidepresivos inhibidores de la
monoaminooxidasa. Sin embargo, este riesgo disminuiria con el consumo de
fermentos controlados con inoculacion de bacterias, al conocer la composicion
de dicho producto y la ausencia o minima concentracion de estas aminas. (90)
Los probidticos tienen un impacto especifico y directo en la salud del huésped, a
nivel de los sistemas intestinal, inmune y metabdlico, los cuales se encuentran
en constante investigacion. (anexo: tabla 8, tabla 10)

En su conjunto, los componentes de los alimentos probidticos participan en la
formacion de un microbioma equilibrado entre agentes benéficos y agentes
patdgenos (encontrandose, en cada grupo, diferentes microorganismos que
varian su concentracion en forma permanente), actuando en beneficio de la
salud intestinal.

En episodios de diarrea, los probidticos favorecen la reposicion de la microbiota
al recolonizar la superficie mucosa que quedd desierta, y aliviando
sintomatologia. Los casos mejor demostrados son la reversion de la diarrea
infantil producida por rotavirus y diarreas causadas por tratamiento con
antibioticos (disminuyen la concentracion de Lactobacillus y Bifidobacterias, y
aumentan la proporcion de patdégenos). En este ultimo caso, se evidencié que
los Lactobacillus, administrados como agente profilactico durante el tratamiento
antibiético, reducen el riesgo de desarrollar este tipo de diarrea en personas

adultas, pero no en pacientes pediatricos.
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En el caso de infeccién por Helicobacter pylori, algunos estudios in vitro con
cepas especificas de Lactobacillus y Bifidobacterium demostraron que estas
producen efectos bactericidas contra la misma, a través de la liberacion de
bacteriocinas, la produccién de acidos organicos, y / o inhibiendo su adhesion a
las células epiteliales mediante competencia. (92) Sin embargo, otros resultados
de ensayos clinicos indican que los probidticos disminuyen la densidad de la
colonizacion, sin lograr la erradicacion.

En un metanalisis se demostroé que el empleo de probidticos conjuntamente con
la antibioticoterapia resulta eficaz para aumentar los niveles de erradicacién de
la infeccioén por H. pylori. (93) Los resultados del mismo fueron

que, en comparacion con placebo o ninguna intervencion, la administracion de
Saccharomyces Boulardii junto con la terapia triple aumento significativamente
la tasa de erradicacion y redujo el riesgo de los efectos adversos relacionados
con el tratamiento con H. pylori, en particular de diarrea. (94)(95)

El empleo de cepas probidticas es una alternativa prometedora al tratamiento
convencional con antibiéticos para restablecer la microflora autéctona previa al
tratamiento, aunque el nivel de evidencia sobre su beneficio es menor en adultos
que en ninos. (91)

En individuos con estrefiimiento, el consumo de cepas probidticas puede ser
beneficioso, actuando de diferente manera dependiendo si se trata de nifios y/o
adultos, asi como, en el numero de deposiciones, consistencia de heces, dolor,

entre otras. (96)
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i) Dosis minima terapéutica de Probioticos

Para considerar la dosis requerida para generar un impacto positivo en la salud
del huésped, es importante establecer la dosis terapéutica cepa-especifica. Esta

dosis es muy variable, dependiendo de la cepa y de las indicaciones, pero oscilan

entre 10%- 10" UFC/dosis (suele ser entre 1 millén y 10000 millones de

UFC/dosis), y deben llegar viables 2108 UFC/dosis al intestino delgado y de 2108

UFC/dosis al colon. Estos alimentos con actividad probidtica pueden ser
seleccionados para utilizarse tanto en la prevencién, como en el tratamiento de
diferentes procesos patolégicos, y es por ello que se considera necesario
establecer una dosis diaria recomendada de microorganismos (RDA). (97) Por
ejemplo, el Bifidobacterium infantis ha mostrado ser eficaz para aliviar los
sintomas del sindrome de intestino irritable a dosis de 10"" UFC/dosis, mientras
hay estudios con el VSL#3R (98) (probidtico compuesto por Bifidobacterium,
Lactobacillus y Streptococcus, utilizado medicinalmente para mantener un tracto
digestivo saludable) que han utilizado 10" UFC/ tres veces al dia. (99)

Para indicar el uso de probidticos, tanto para su consumo como suplemento,
como para desarrollar productos alimenticios funcionales, se deben tener en
cuenta las evidencias de sus aportes/beneficios para la salud humana. (anexo:

tabla 8)
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IV. CONCLUSIONES

La definicion de “probiético” recorre 20 afios de evolucion, desde la que fué
descrita por FAO-OMS en 2001, pero en los ultimos afios y por el creciente
interés en el consumo de alimentos funcionales que beneficien a la salud
intestinal, se ha promovido erroneamente dentro de éstos a los alimentos

fermentados de manera artesanal.

Ante la necesidad de diferenciar estos conceptos, la comision de expertos,
Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP) ha
publicado documentos de libre acceso, sobre el alcance y uso de los términos
probiético en 2014, prebidtico en 2018 , simbidticos en 2020, y alimentos

fermentados a inicios de 2021.

Tanto para determinar una cepa como probidtica, como para desarrollar un
nuevo producto con esta funcionalidad, se deben cumplir requisitos que los
alimentos fermentados no controlados no logran cumplir. Entre esos requisitos
se encuentra, principalmente, la determinacion especifica tanto de la/s cepals,
como de la cantidad en la que se encuentran en ese alimento al consumirlo, para
asegurar la funcionalidad en la salud y la seguridad de los microorganismos
consumidos. Este nivel de especificidad escapa a los alimentos que puedan ser
fermentados de manera artesanal, por lo que no resulta correcto promocionarlos
como probidticos, sino como alimentos que contienen microorganismos vivos

potencialmente saludables.
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En el mercado de alimentos Argentino, la regulacién y existencia de productos
probioticos se centra principalmente en fuentes de origen animal. Por otro
lado, no se cuenta con un consenso sobre alimentos funcionales. En el Cédigo
Alimentario Argentino (CAA) se encuentra unicamente la descripcion de
probidticos como un ingrediente alimentario, y los pasos para utilizarlos en el
desarrollo de alimentos de base lactea, los cuales son regulados por ANMAT a

través de la Resolucion Conjunta 261/2011 y 22/2011.

Asimismo, nuevos alimentos funcionales probiéticos en matrices de origen
vegetal han representado un desafio a nivel tecnoldgico tanto para favorecer la
inclusion de los microorganismos como para lograr su supervivencia en matrices
qgue son, naturalmente, mas débiles. Estos alimentos funcionales, conformados
por una o0 por combinacién de varias matrices vegetales, se encuentran en
etapas de evaluacion con el fin de determinar como responde tanto la matriz,
como el probidtico, a diversas condiciones de estrés y determinar de esta forma
los cambios ocurridos a nivel sensorial, tecnoldgico y funcional. En mercados
internacionales ya se encuentran opciones de estos productos, principalmente
en jugos de frutas como “naranja y mango” (cepa: Lactobacillus Rhamnosus,
compania: Valio Bioprofit, Finlandia), “fresa” (cepa: Lactobacillus Plantarum
299v, compainia: Proviva EMEA Probi AB, Suecia), y combinaciones de frutas y
vegetales, como “naranja y =zanahoria” (cepa: Lactobacillus Paracasei,
Lactobacillus Thermophilus, compania: Good Morning, Crystal Lily Industry LTD.
China). (anexo: tabla 4) Entre otras matrices utilizadas, como cereales,

legumbres y frutos secos. ( anexo: tabla 3)

Dentro de las investigaciones con resultados positivos, en el desarrollo de

nuevos productos con éstas caracteristicas se encuentran el “jugo clarificado de
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manzana”, (oligofructosa y Lactobacillus Paracasei, viabilidad del cultivo superior
a 10 ¢ UFC/ml durante 28 dias almacenados en frio); las “laminas de mora”
(inulina y FOS en diferentes combinaciones, sobrevida de Lactobacillus Casei
mas de 40 dias, con recuentos superiores a 10 ¢ UFC/g); el “polvo de grosella
negra” (inulina, goma arabiga y Lactobacillus Plantarum) dentro de otros polvos
de jugos instantaneos, que obtuvo la mejor supervivencia luego de 12 meses de
conservacion y posterior reconstitucion con agua; y la “mermelada de durazno”
(cepas silvestres de Rhamnosus con recuentos superiores a 10 7 UFC/g), donde
segun la autora una ingesta diaria de aproximadamente 10 gramos de
mermelada podria suministrar desde 10 8 a 10 ° células probidticas viables.
Dentro de los vegetales, un “snack de calabaza” (fortificado con hierro y
Lactobacillus casei ATCC-393), tuvo recuentos mayores a 107 UFC/g durante 14
dias a 8°C , y con los subproductos, (pulpa y cascara) se desarrollé un “polvo de
calabaza”, que demostré una supervivencia (mayor a 108 UFC/g) del probidtico

superior a 74% durante 28 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

Dentro de las técnicas desarrolladas, la mas estudiada y aplicada para favorecer
la viabilidad de las cepas probibticas es la microencapsulacion, debido a que
garantiza la proteccién del compuesto sin que tenga variaciones tecnoldgicas
significativas que puedan alterar su estabilidad, aumentando su biodisponibilidad
y sus potenciales efectos benéficos para la salud. En su subclasificacion, la
atomizacion (secado por aspersion con t° de hasta 200 °c) y la liofilizacion
(secado por congelacion, con t° de hasta -190°c) han tenido buenos resultados,

el cual varia segun la cepa y el tipo de fruta y/o vegetal utilizado.
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No deben descartarse la impregnacion al vacio y los productos en polvo que
resultan de la combinacidn de varias técnicas (impregnacién al vacio mas secado
por conveccién; secado por conveccidén de la matriz mas secado por aspersion
del probidtico) que en los ultimos afos han tenido resultados prometedores en el

desarrollo de productos a base de frutas por fuera de los jugos.

En cuanto al estudio de la viabilidad de las cepas en los productos desarrollados,
el almacenamiento resulta una de las etapas mas criticas. Es importante seguir
generando conocimiento sobre los materiales y tecnologias mas adecuados en
cada desarrollo alimenticio para proteger a los probidticos y asegurar su

estabilidad durante la vida en anaquel y su efecto benéfico en la salud.

Los potenciales efectos a nivel fisiolégico se atribuyen a los productos que
generan especificamente cada cepa probidtica tras la fermentacién de
sustancias que se ingieren, ocasionando impacto a nivel intestinal, inmune,
cardiovascular y neuronal. Asimismo, para lograr este impacto positivo en la
salud, tanto a nivel preventivo como para tratamiento en procesos patoldgicos,
se requiere de la incorporacion de forma externa de los microorganismos en una

concentracion minima establecida (dosis terapéutica cepa-especifica) que oscila

entre 10%- 10" UFC/dosis (suele ser entre 1 millén y 10000 millones de

UFC/dosis), y deben llegar viables 2108 UFC/dosis al intestino delgado y de =1 08

UFC/dosis al colon. Dentro de las cepas seleccionadas para el desarrollo de
posibles productos que fueron descritas en esta revisiéon, y cuentan con estudios
sobre su potencial impacto en la salud se encuentran la L. Casei ATCC 393

(preventiva contra el carcinoma de colon), Rhamnosus (estudiada para disminuir
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la duracion y riesgo de prolongacion de diarrea aguda y la asociada a

antibidticos), L. Plantarum (asociada a prevenir sintomas gastrointestinales leves

durante el tratamiento con antibiéticos), entre otras.

Se debe considerar que dentro de las debilidades del presente trabajo, no se ha
unificado un criterio respecto a metodologias utilizadas en las investigaciones
consultadas y no se han tenido en cuenta la revision de ensayos clinicos
controlados aleatorizados (ECCA), que demuestren los efectos terapéuticos del
consumo de los productos en desarrollo con actividad probidtica, ni de los

productos actualmente disponibles en el mercado.

Como perspectiva a futuro sugerimos la necesidad de continuar investigando
tanto el desarrollo de nuevos productos funcionales probidticos en matrices de
origen vegetal, como futuras revisiones de los potenciales efectos clinicos en los
consumidores, asimismo colLos potenciales efectos a nivel fisiolégico se
atribuyen a los productos que generan especificamente cada cepa probidtica tras
la fermentacién de sustancias que se ingieren, ocasionando impacto a nivel
intestinal, inmune, cardiovascular y neuronal. Asimismo, para lograr este impacto
positivo en la salud, tanto a nivel preventivo como para tratamiento en procesos
patolégicos, se requiere de la incorporacion de forma externa de los

microorganismos en una concentracion minima establecida (dosis terapéutica

cepa-especifica) que oscila entre 108- 10" UFC/dosis (suele ser entre 1 millén y

10000 millones de UFC/dosis), y deben llegar viables 2108 UFC/dosis al intestino

delgado y de 210°

UFC/dosis al colon. Dentro de las cepas seleccionadas para

el desarrollo de posibles productos que fueron descritas en esta revision, vy
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cuentan con estudios sobre su potencial impacto en la salud se encuentran la L.
Casei ATCC 393 (preventiva contra el carcinoma de colon), Rhamnosus
(estudiada para disminuir la duracion y riesgo de prolongacion de diarrea aguda
y la asociada a antibidticos), L. Plantarum (asociada a prevenir sintomas
gastrointestinales leves durante el tratamiento con antibioticos), entre otras.Los
potenciales efectos a nivel fisioldgico se atribuyen a los productos que generan
especificamente cada cepa probidtica tras la fermentacién de sustancias que se
ingieren, ocasionando impacto a nivel intestinal, inmune, cardiovascular y
neuronal. Asimismo, para lograr este impacto positivo en la salud, tanto a nivel
preventivo como para tratamiento en procesos patologicos, se requiere de la
incorporacion de forma externa de los microorganismos en una concentracion

minima establecida (dosis terapéutica cepa-especifica) que oscila entre 108- 101"

UFC/dosis (suele ser entre 1 millon y 10000 millones de UFC/dosis), y deben

llegar viables 2108 UFC/dosis al intestino delgado y de 2108 UFC/dosis al colon.

Dentro de las cepas seleccionadas para el desarrollo de posibles productos que
fueron descritas en esta revisién, y cuentan con estudios sobre su potencial
impacto en la salud se encuentran la L. Casei ATCC 393 (preventiva contra el
carcinoma de colon), Rhamnosus (estudiada para disminuir la duracion y riesgo
de prolongacion de diarrea aguda y la asociada a antibidticos), L. Plantarum
(asociada a prevenir sintomas gastrointestinales leves durante el tratamiento con

antibioticos), entre otras.
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VI. ANEXOS
Tabla 1: Evolucion de la definicion “probidtico”
AUTOR ANO | DEFINICION
Lilly y Stillwell | 1965 | “factores producidos por microorganismos gque promueven el crecimiento de otros
microorganismos”
Parker 1974 | “organismos y sustancias que contribuyen al equilibrio microbiologico intestinal”
Fuller 1989 | “suplementos alimenticios microbianos vivos que afectan de manera beneficiosa al

hospedador animal mejorando su equilibrio microbiano intestinal”

Life  Sciences | 1998 | “suplementos alimenticios microbianos vivos que afectan de manera beneficiosa a la salud
Institute del hospedador”

Europe (ILSI)

Salminen y | 1999 | “componentes o preparaciones de células microbianas que tienen un efecto beneficioso
colaboradores en la salud y bienestar del hospedador”
FAO / OMS 2001 | “microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas confieren un

beneficio a la salud del hospedador”

Fuente: Adaptacion de Sanchez B, Delgado S, Blanco-Miguez A, Lourengo A, Gueimonde M, Margolles A. Probiotics, gut microbiota, and their

influence on host health and disease. Mol Nutr Food Res (100)
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Tabla 2: Alimentos vegetales fermentados de diferentes regiones y sus microorganismos detectados

(c) Basado en diferentes regiones de alimentos fermentados vegetales

Beneficios para la salud / nutricion

Comida Pais Ingredientes Microorganismos Referencias
repollo, varias Ln. mesenteroides ,
Dhamuoi Vietnam verduras Lactobacillus. plantares eliminacion de compuestos antinutrientes [53]
Kawal Africa del Norte verduras Lactobacillus. plantarum mejorar la calidad y la seguridad de los alimentos [39]
Repollo coreano, Ln. mesenteroides , propiedades antimicrobianas , actividad antitumoral,
rabano, varias Lactobacillus. brevis , previenen el estrefiimiento
kimchi Corea verduras. Lactobacillus. plantarum [48,53]
Ln. mesenteroides ,
Lactobacillus. brevis ,
Lactobacillus. plantarum , fuente de vitaminas
Chucrut Alemania repollo P. cerevisiae y fibra [54]
Verduras, harina de mejorar las funciones digestivas, mejorar el sistema
Tsukemono Japon arroz Bacterias de acido lactico inmunoldgico, [55]
Semilla de algarrobo reducir el riesgo de cancer colorrectal, controlar los
Iru Africa occidental (Parkia biglobosa) Bacillus sp. niveles de colesterol sérico 1471

Fuente: Wenbin Zhao Yuheng Liu. Base de datos de probiéticos: una fuente potencial de alimentos fermentados. Revista internacional de propiedades

alimentarias (101)
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Tabla 3: “Categorias de microorganismos vivos para uso humano segun la definicién del panel de expertos”

Descripcion

Afirmar

Criterios *

Nivel minimo de evidencia requerido
para hacer una reclamacion

Comentarios

No probiético

Culturas vivas o
activas

"Contiene culturas
vivas y activas"

Cualquier microbio (s) de fermentacion de

alimentos

Prueba de viabilidad a un nivel minimo

que refleje los niveles tipicos observados

en los alimentos fermentados, se sugiere

que sea 1 x 10 9 UFC por porcion 73

No se necesitan estudios de eficacia
especificos del producto

Los términos 'vivo' o 'activo' no implican
actividad probidtica

Los alimentos fermentados que contienen
cultivos vivos también podrian calificar como
'probidticos’ si cumplen con los criterios para
esa categoria (por ejemplo, evidencia de que el
yogur puede mejorar la digestion de lactosa en
personas con mala digestiéon de lactosa lo
calificarian como un 'probiético' 74 , 75 )

Probiético

Probidtico en
alimentos o
suplementos sin
declaracion de
propiedades
saludables

"Contiene probidticos"

Un miembro (s) de una especie segura 76
, 77 , que esté respaldada por evidencia
suficiente de un efecto beneficioso general
en humanos O un microbio seguro con
una propiedad (por ejemplo, una
estructura, actividad o producto final) para
la cual existe

Pruebas suficientes de un efecto
beneficioso general en humanos Prueba
de viabilidad al nivel apropiado utilizado
para respaldar estudios en humanos 73

Estudios en humanos bien realizados (por
ejemplo, estos podrian incluir ECA,
estudios observacionales, revisiones
sistematicas o metanalisis que respalden
el efecto beneficioso general observado
para la categoria taxonémica en cuestion)
No es necesario generar evidencia para
la cepa especifica incluida en el producto

La extrapolacién de la evidencia debe basarse
en expectativas razonables de que las cepas
incorporadas en el producto tendrian efectos
beneficiosos generales similares en los seres
humanos.Esta evidencia podria basarse en
comparaciones taxonémicas o funcionales

Probidtico en
alimentos o
suplementos con una
declaracién de
propiedades
saludables

Declaracion de
propiedades
saludables, como
"ayuda a reforzar las
defensas naturales
del cuerpo en los
nifios" o "ayuda a
reducir el riesgo de
diarrea asociada a
antibioticos”

Cepa o cepas probidticas definidas
Prueba de administraciéon de cepas
viables a una dosis eficaz al final de la
vida util 73

Evidencia convincente necesaria para
cepas especificas o combinacion de
cepas en la indicacién sanitaria
especificada

Dicha evidencia incluye estudios bien
realizados en humanos, que incluyen:
metaanalisis positivos sobre cepas
especificas o combinaciones de cepas,
segun los principios descritos por
Cochrane, 78 PASSCLAIM, 79 o GRADE;
80 ECA bien realizados O evidencia

Los estudios observacionales bien disefiados
son Utiles para detectar el efecto de los
alimentos en la salud en la 'vida real', es decir,
fuera del entorno controlado de un ECA (por
ejemplo, los datos sobre los beneficios para la
salud de la fibra dietética son en su mayoria
observacionales)

Los tamafios de las muestras deben ser lo
suficientemente grandes para gestionar los
factores de confusion
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Droga probiética

Indicacién especifica
para el tratamiento o
la prevencién de la
enfermedad, como
"til para la
prevencion de la
recaida de la colitis

ulcerosa"

Una (s) cepa (s) definida (s) de microbio
vivo

Prueba de administracion de probiético
viable en una dosis eficaz al final de la
vida util

La evaluacién de riesgo-beneficio justifica
Su uso

Ensayos apropiados para cumplir con los
estandares regulatorios para
medicamentos.

Lo que constituye una declaracion de drogas
varia entre paises

* A menos que se indique lo contrario, se deben cumplir todos los criterios indicados.
Abreviaturas: CFU, unidad formadora de colonias; GRADE, Grados de evaluacion, desarrollo y evaluaciéon de recomendaciones; PASSCLAIM, proceso para la evaluacion del apoyo
cientifico a las declaraciones de propiedades sobre alimentos; ECA, ensayo controlado aleatorio.

Fuente: Colin Hill francisco Guarner. Declaracion de consenso de la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebioticos sobre el alcance y

el uso apropiado del término probidtico . (102)

Tabla 4: Productos no lacteos comercialmente disponibles, que contienen probidticos.

Producto

Compaiiia

Probiético

Chocolate

Sakara

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, B. lactis, B. longum
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B. lactis HNO19

Chocolate

Healthy Delight

Bacillus coagulans 30 (BC30)

Chocolate

Lalfood

L. acidophillus Rosell-52 encapsulado

Bebidas de coco y coco combinado con otros sabores

Harmless Harvest

BC30, L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, B. lactis, B. bifidum, L. rhamnosus,
Streptococcus thermophilus

Snacks de manzana, barras de avena, chocolates

Bethy Lous

BC30

Gomitas, chocolates

Schiff

BC30

Bebida de soya fermentada Bio.K+ ®

DietSpotlight

L. acidophilus, L. casei, L rhamnosus

Bebida energizante Innergyc Biotic (quinoa, arroz integral, proteina de
chicharo)

Body Ecology

L. acidophilus, L. delbrueckii

muffins de varios sabores Flap Jacket BC30

Cereal para desayuno Special K con frutos rojos y duraznos Kellogg's B. lactis

Canela en polvo Eat spice BC30

Té de limén y jengibre Bigelow BC30

Granola con probidticos Purely Elizabeth BC30

Cereal de avena para consumo de bebés con DHA y probiéticos Gerber B. lactis

Palomitas de maiz Silver Fern Bacillus subtilis HU58, Bacillus coagulans
Galletas con chispas de chocolate Lesser evil BC30

Galletas de trigo Natural products BC30

Fuente: Adaptacion de Castillo-Escandoén V, Fernandez-Michel SG, Wong MCC-, Montfort GR-C. Criterios y estrategias tecnolégicas para la

incorporacion y supervivencia de probidticos en frutas, cereales y sus derivados. (35)
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Tabla 5: Jugos comerciales a base de frutas y vegetales que contienen probioticos.

Bebida Compaiiia Probiético
Jugos de fruta organicos combinacién de varias frutas Garden of Flavor Ohio, EUA B. coagulans
Jugo de fruta Biola, Noruega L. rhamnosus
Jugo de zanahoria con extracto de jengibre GoodBelly Colorado, EUA L. plantarum 299v
Jugo de naranja y mango Valio Bioprofit, Finland Lb. rhamnosus
Jugos de fresa Proviva EMEA Probi AB, Suecia L. plantarum 299v
Jugo de frutas tropicales, manzana, naranja Bravo Friscus Probi AB, Suecia L. plantarum HEAL9 y L. paracasei 8700:2
Jugos fermentados de coco-mango, naranja-zanahoria, |Good Morning, Crystal Lily Industry LTD.
kiwi-manzana China L. paracasei y L. thermophilus
Melee probiotics, Malee Enterprise
Jugos de ciruela, uva y naranja Company Ltd., Tailandia L. paracasei
Jugos de frutas y vegetales Welo Probiotic Canada B. coagulans

Fuente: Adaptacion de Castillo-Escandén V, Fernandez-Michel SG, Wong MCC-, Montfort GR-C. Criterios y estrategias tecnoldgicas para la

incorporacion y supervivencia de probidticos en frutas, cereales y sus derivados.(35)

Tabla 6: Productos probidticos comercializados y especies de probidticos constituyentes

Especies
probioéticas Nombre del producto Marca / Fabricante Especies de probiéticos constituyentes
Probidticos  |Bebidas saludables Lactobacillus paracasei IMC-4 (cepa patente), Lactobacillus acidophilus ,
humanos probidticas compuestas Yijiamei / Weilan Biological Co., Ltd. Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei
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Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus bifidum, levadura

Polvo super probiético Ang Li

Ang Li / Universidad Anoli Co., Ltd. de Shanghai
Jiaotong

Bifidobacterium longum BL88-ONLLY, Lactobacillus plantarum LP-ONLLY,
Lactobacillus acidophilus LA11-ONLLY, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei, Bifidobacterium breve

Granulos de probidticos
Minsheng Puribao

Puribao / Hangzhou Minsheng Pharmaceutical Co.,
Ltd.

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum

Bebida sdlida en polvo
liofilizado probidtico Beiyoudun

Bebé embarazada revisado / Jilin medicina
modificada division de bebés embarazadas

Bifidobacterium lactis HNO19, Lactobacillus rhamnosus HNOO1, Lactobacillus
fermentum CECT5716

Polvo probiético High Change

Alto cambio / (Shenyang) Children Products Co.,
Ltd.

Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus reuteri,
Bifidobacterium animalis

Polvo probiético para nifios
Culturelle

Culturelle / Shenzhen Jinhuo Pharmaceutical Co.,
Ltd.

Lactobacillus rhamnosus GG

Bacillus subtilis live particles

Mommy love / Beijing Hanmei Pharmaceutical Co.,
Ltd.

Enterococcus faeciumR-026, Bacillus subtilisR-179

Newmans Probiotic Adult
Powder

Nemans/Jin Neumanns (Shanghai) Food Co., Ltd.

Bifidobacterium BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-5

Synbiotics brand probiotics
granules for children

Biostime BIOSTIME / Biostime International
Holdings Limited

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Lactobacillus helveticus

Fuente: Wenbin Zhao Yuheng Liu. Base de datos de probiéticos: una fuente potencial de alimentos fermentados. Revista internacional de propiedades

alimentarias(103)
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Tabla 8: Desarrollo de productos con probiéticos a base de frutas y potenciales efectos cepa-especificos.

Matriz Probiético / Evaluacion Efecto de la cepa (EC) Viabilidad Condiciones de inclusion Ao de pub./
alimentaria/ técnica de sensorial Ref.
tipo de inoculacion
producto
(1) Platano / Bifidobacterium No evaluado Posiblemente eficaz en el tratamiento del El probiético microencapsulado Se pesé 1 g de las capsulas de 2020 (53)
“Harina de Animalis ATCC estrefiimiento, de la infeccion ocasionada por sobrevivio durante 3 semanas a maltodextrina conteniendo B.
platano con 2557/ helicobacter pylori, sindrome de colon irritable, la concentracion recomendada animalis y 10 g de la harina de EC:
probidticos” microencapsulaci pouchitis, infeccion en las vias respiratorias, para su actividad probiética. A platano en un tubo Falcon de 50 2020 (103)
6n por diarrea causada por rotavirus, diarrea del viajeroy | pH inferiora 3,5y mL, el cual posteriormente se
atomizacion colitis ulcerosa. concentraciones de sales biliares | homogeneiz6 en un agitador Vortex
superioresa 1g/L, durante 5mina 200 x g. Y se
disminuyeron significativamente dividieron en muestras para evaluar
después de 120 minutos de viabilidad segun t°, ph, y conc. de
exposicion, lo que se relaciona sales biliares, entre 4 y 5 semanas
con la pérdida de la integridad a22°Cy80% de HR.
capsular ante el aumento de la
te.
(2)Chayote- Lactobacillus Se evaluf el En un estudio se investigd y proporcioné evidencia | La geometria de paralelepipedos | La biomasa activada se inoculé en 2020 (50)
Maracuya / Casei ATCC 393 | color, sabor y de los efectos antiproliferativos y pro-apoptéticos mostré mayor viabilidad a los 20 | la formulacién de maracuya hasta
“ Chayote /impregnacion al | textura, los de L . casei ATCC 393 contra el carcinoma de dias de almacenamiento con obtener una concentracién de 3 x EC:
fortificado con vacio cuales colon in vitro e in vivo.(106) valores superiores a 10 ® UFC / g | 10° microorganismos por mL, 2018 (104)
probidticos y resultaron y mayor aceptacién sensorial. comparado con el tubo nimero 1 2019 (105)
aromatizado con mejores en la del Mac Farland escala.
maracuya” muestra
fortificada e
impregnada.
(3)Fresas / Lactobacillus El sabor es (2) Contenido declarado: Probiético | Presion de vacio: 20 kpa (5,9"Hg) 2019 (106)
“Fresas Casei condicionado por Lactobacillus Casei 0,1 % (1g en | Tiempo: durante 5 min S/n: de
Rebanadas (Lactobacillus el balance de 100 g de fruta). glucosa al 14% p/p, in6culo de 5 en
Congeladas con Casei ATCC 393 azucar y acidez, la escala de McFarland (1,5 x 10 9
Probiético” (Quimirel Ltda®)/ su olor es el UFC/mL).
impregnacion al caracteristico de
vacio. la fruta. Se Condiciones: Acidez T. expresados
mantienen estos como acidez citrico 0,65% pH 3,0-
parametros por 4,5 °Brix 6,5
hasta 60 dias
siempre que se
encuentre en las
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condiciones
adecuadas de
conservacion.
(4) Concentrado Lactobacillus sin evaluacion 2) El probiético L. casei ATCC 393 | Concentrado de mora: °Brix: 13- 2019 (49)
de moras / Casei ATCC 393 mostré una adaptabilidad en 15%, acidez citrica: 3,1-5,5 y pH:
“Suspensiones suspensiones a base de BC e 2,5-3,5. La cepa bacteriana se
de mora inulina, lo que garantiza su activé en 5 mL de caldo MRS (Man,
adicionadas con viabilidad y un posible uso para | Rogosa y Sharpe) (Scharlau) a 37 °
probiéticos e la obtencion de un producto C durante 72 h en condiciones
inulina) innovador secado por aspersion. | anaerébicas, y se afiadié en 200
mL del mismo caldo. Luego, se
incubd en las mismas condiciones
para generar biomasa. Finalmente,
se utilizé inulina Fibruline S20.
(5) L. Casei ATCC El analisis arrojé (2) La presencia de prebiéticos Efecto de la fibra prebiética en la 2015 (51)
Mora / 393/ un puntaje de sobre la viabilidad del supervivencia del probiético en
Laminas de impregnacioén a aceptacion microorganismo al permitir la matrices de mora mediante un
mora vacioy superior a 5 en supervivencia por mas de 40 proceso de impregnacioén a vacio y
liofilizacion una escalade 1a dias, con recuentos superiores a | posterior liofilizacion.
7. 10° UFC/mL, mientras en la
muestra control fue inferior luego
de 25 dias
(6) Manzana L. Reuteri DSM L. Reuteri no Cepa autdctona del intestino humano adulto y es La viabilidad de L. Reuteri fue Se estabilizaron los rangos de pH'y 2014 (54)
verde, Naranja, 20016. ejercié ningun el cultivo tipo de la especie. Codifica un grupo afectada por el tipo de jugo, la se evalud el contenido de sélidos
Pifia y Frutos efecto negativo en | Unico de 58 genes para la biosintesis de reuterina | bacteria sobrevivié en jugos de totales y de azucares EC:
rojos /Bebidas los atributos y cobalamina (vitamina B12). pifia, naranja y manzana, 2020 (107)
(jugos) sensoriales de los mientras que experimento6 una
comerciales jugos en fuerte reduccion en jugos de
refrigeracion frutos rojos (menor a 107
UFC/mL).
7) L. Rhamnosus Los cultivos Reduccion de la duracion y disminucion del riesgo | Todas las cepas mostraron un Almacenamiento durante 78 dias a 2018 (57)
Durazno/ probidticos de prolongacién de diarrea aguda, asi como mejor rendimiento en la 25 °Cy 5 °C. Disefio de medio
Mermelada afadidos a reduccion del riesgo entre 50% y 60% de diarrea mermelada, con valores sintético de durazno (control). EC:
comercial de mermelada no asociada a antibioticos. Existe evidencia superiores a (10" UFC/g), hasta 2018 (57,108)
durazno cambiaron moderada con L. rhamnosus GG en la reduccién los 78 dias de almacenamiento a
significativamente | de riesgo de diarrea nosocomial. 5°C.
los parametros de
color.
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(8) L. Plantarum B. No se evalud el -Un estudio doble ciego y controlado por placebo La encapsulacion mejoro la Evaluacién de la viabilidad de las 2013 (52)
Granada y longum efecto sensorial. en nifios recién diagnosticados con enfermedad viabilidad con una concentraciéon | células libres y encapsuladas en
arandano/ celiaca demostré que Bifidobacterium Longum final de aproximadamente 108 perlas de pectina y alginato. EC:
Jugos de reduce los parametros inflamatorios y modifica UFC/mL y 10® UFC/mL. 2010 (109)
Granada y favorablemente la flora intestinal (reduce el
arandano numero de Bacteroides fragilis, de linfocitos TCD 2017 (110)
3 maduros, y del FNT).
-Lactobacillus plantarum podria tener un efecto 2014
preventivo sobre los sintomas gastrointestinales (110,111)
mas leves durante el tratamiento con antibiéticos,
al disminuir tanto el riesgo de desarrollar nauseas, 2019 (112)
como de heces blandas o acuosas. Por otro lado,
podria inhibir microorganismos patégenos.
Un estudio con mujeres con sindrome metabdlico
postmenopausia demostré un mejor control de la
glucemia.
(9) Anana, L. Casei LC-01 L. | Los cambios L.casei:Beneficioso en el tratamiento de los La viabilidad fue 6ptima con Se estabiliz6 el pH en un rango 2013 (114)
Naranja, casei BGP 93 sensoriales trastornos dispépticos, inflamaciones intestinales, anana, melocotén y manzana entre 3,34 a 4,28. Aimacenamiento
Melocotén, indicaron que la diarrea aguda e intolerancia a la lactosa.(32,115) (108 UFC/mL) sélo el jugo de a 5°C durante 4 semanas. EC:
Manzana./ vida util de jugo naranja afecto la proliferacion de 2012 (113)
Bebidas (jugos) inoculado no ambas cepas.
comerciales. excede 1 semana.
(10) Arandano, L. Plantarum No se evalud el (8) El polvo de grosella negra fue el | Almacenamiento por 12 meses, 2012 (56)
Grosella negra/ | NCIMB 8826 efecto sensorial. que mantuvo la viabilidad reconstituciéon en agua a
Polvos celular. (10® UFC/g). temperatura ambiente.
liofilizados de
frutas
(11) Manzana/ B. Animalis. No se evalud el Facilita el aumento total de bifidobacterias e inhibe | Mutagénesis UV y la posterior El jugo se estabiliz6 a un pH 3,5. 2011 (115)
Jugo de subsp lactis Bb- efecto sensorial. algunas bacterias indeseables en la microbiota incubacién en medio acido
manzana 12 gastrointestinal mejorando la funcion, lograron mejorar la estabilidad EC:
particularmente en estrefiimiento leve. Posible de la cepa (107 UFC/mL) al 2014 (116)
efecto beneficioso en la incidencia y duracion de la | incluirla en la matriz
diarrea en bebés y nifios. y la asociada a
antibiodticos. Pueden suprimir H. pylori y restaurar
la microbiota.
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(12) Moras, L. Plantarum, La diferencia de Lactobacillus Pentosus: posee capacidad Los cultivos se mantuvieron Se aislaron las cepas de las 2011 (117)
ciruelas, kiwis y Lactobacillus color y el indice inhibitoria sobre bacterias productoras de viables a una concentracién de matrices vegetales y se realiz6 la
papaya./ Pentosus de pardeamiento enfermedades transmitidas por los alimentos. (10° UFC/g) durante 30 dias de identificacion molecular EC:
Disefio de se vieron almacenamiento a 4° C. 2017 (118)
bebida tipo afectados
smoothies de positivamente.
frutos verdes
(GS) y rojos
(RS).
Fuente: Adaptacion de Bernal Castro CA, Diaz-Moreno C, Gutiérrez-Cortés C. Probiodticos y prebiéticos en matrices de origen vegetal: Avances en el
desarrollo de bebidas de frutas . (18)
Tabla 10: Impacto del consumo de probidticos en la salud
Ao de pub./
Probiéticos Ref.
SALUD Efecto a nivel intestinal Mantener o reponer la barrera intestinal y evitar el crecimiento desmedido de microorganismos dafiinos, mejorando la funcién del | 2013 (92)
INTESTINAL epitelio intestinal y mantener la integridad y funcionalidad de la mucosa, favoreciendo la unién celular estrecha, y contribuyendo a la
integridad de la barrera.
Efecto anticancerigeno 2015 (91)
Una de las razones del aumento de la incidencia del cancer colorrectal es la prevalencia de trastornos inflamatorios crénicos en el 2014 (119)
epitelio gastrointestinal, principalmente representados por colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. Los probiéticos son
prometedores para la prevencion del cancer de colon, especialmente en los grupos de personas que tienen factores de riesgo
asociados (poliposis, historia familiar, etc.). Se identificaron algunos probidticos que inhiben el desarrollo de tumores malignos de
colon, inducidos experimentalmente mediante carcinégenos quimicos, debido a que los elementos que constituyen la microflora
intestinal pueden producir sustancias carcinégenas como las nitrosaminas. Por lo tanto, la administracién de lactobacillus GG y
bifidobacterium B12 podria modificar la flora, dando lugar a una reduccién de los niveles de nitrosaminas.
SISTEMA Alergias Los probidticos tienen efectos benéficos y muy potenciales en la prevencién de alergias en nifios con mayor susceptibilidad, por lo | 2012 (97)
INMUNE que su consumo desde la gestacion y en el periodo de lactancia podria contribuir a atenuar los sintomas, sobre todo en nifios, en los
que la alergia es mas severa.
Efecto inmunomodulador Los probidticos pueden modular la respuesta inmune actuando sobre la inmunidad innata y la adquirida, protegiendo al hospedador | 2015 (91)
frente a infecciones y procesos de inflamacién intestinal crénica, como la enfermedad de Crohn, la enfermedad celiaca, etc. Las
células epiteliales y las células del sistema inmune innato presentan receptores celulares que permiten distinguir entre la microbiota
comensal y la patégena, e inducir la sintesis de mediadores de la respuesta inmune innata (citoquinas, quimioquinas, moléculas de
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adhesion, etc.), como también la reproduccion de anticuerpos (igA), que pueden inhibir la adherencia de las bacterias patogenas a la
superficie de las mucosas.
Se debe considerar que los resultados pueden ser variables, ya que depende del tipo de cepa, especie utilizada y dosis del probiético.

Efecto antiinflamatorio

Tienen el potencial para modular la inflamacién. En trastornos gastrointestinales, los probiéticos modifican la inflamacién al reducir la
concentracion de citocinas circulantes proinflamatorias, que producen acidos grasos de cadena corta (AGCC) y favorece la funcion
de la barrera intestinal con gran importancia para estos trastornos. Esta mejora también podria evidenciarse en un estadio de
depresion y ansiedad (aun en estudio).

La produccioén de butirato (AGCC), puede atenuar la inflamacion a través de varias vias; mejora la integridad de la barrera intestinal
limitando asi la translocacion de intestino contenido e inhibiendo la activacion de NF-kB. Ademas, el butirato tiene el potencial de
modular inflamacién reprimiendo la proinflamacion inducida por LPS y citocinas (TNF-q, IL-6 y NO).

2020 (90)
2012 (96)

METABO-
LISMO

Efecto sobre las grasas

Las cepas probidticas, como las cepas de Lactobacillus, son capaces de reducir el colesterol al disminuir su absorcion por diferentes
mecanismos. Estos se dan por la accién de hidrolasa de sales biliares (HSB), por atrapar el colesterol a la membrana bacteriana, por
conversién de colesterol a coprostanol, por inhibicién de la formacién de micelas y por la fermentacion selectiva de ciertos alimentos
por la microbiota intestinal. Los avances cientificos proponen evitar el consumo de farmacos en personas con hipercolesterolemia
mediante una alimentacion a base de alimentos con funcionalidad probidtica para reducir los niveles de colesterol.

Se le atribuye a ciertas cepas probiéticas la propiedad de regulacion frente a dislipemias.

2020 (99)

Tratamiento de la obesidad

La modulacién de la microbiota intestinal resulta un pilar fundamental en la busqueda de nuevos tratamientos preventivos de la
obesidad. En los ultimos afios las investigaciones apuntaron a diferenciar el tipo de bacterias intestinales presentes en edades
tempranas en nifios con peso normal y sobrepeso, y detectar la posible asociacién de estas diferencias con el aumento de peso.
También se ha estudiado la microbiota de mujeres embarazadas, como posible condicionante para el nacimiento de nifios con
sobrepeso. Por otro lado, en una revisién sistematica se evidencié que hay relacion entre la pérdida de peso y la administracion de
probidticos.

2013 (120)
2015 (91)

Efectos sobre los micronutrientes
de la fermentacion a nivel
intestinal

La microbiota intestinal cumple la funcion, entre otras, de sintesis de vitaminas del grupo B y K, principalmente, viéndose afectada
cuando la microflora se encuentra alterada. Durante la fermentacion, las concentracion de vitamina B2 (Riboflavina), vitamina B9
(Folato) y vitamina K, aumenta. También se producen acidos grasos de cadena corta (AGCC), los cuales tienen accion antiinflamatoria
y antitumoral.

2020 (90)

Intolerancia a la lactosa

Los probidticos se pueden alimentar de lactosa gracias a la presencia de lactasa en las bacterias acido lacticas, generando que la
lactosa sea hidrolizada por las cepas probiéticas, reduciendo de esta forma los sintomas de inflamacién o distension.

2016 (94)

Fuente: Adaptacion de Development of New Probiotic Foods—A Case Study on Probiotic Juices. In: Therapeutic, Probiotic, and Unconventional Foods.

Academic Press (121)
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Figura 1: Marco general para productos probiéticos.

De: Declaracion de Consenso de la Asociacion Cientifica Internacional de probidticos y prebioticos sobre el alcance y uso apropiado del
término probidtico.

Probidtico No probidtico

O O O

. Probiotico | . . |

Allmentos | 4 imentos | Probistica | pensade | SONS27C0 |Suplemento] Férmula

probiotico no oral para
animales

Alimentos
fermentados
contenedor microbiano
indefinido

C ios indefinidos,
v
probiotico

microbiana probidtica
definido | probidtico infantil

inclu splante de
microbiota fecal

Se requiere evidencia de un beneficio para la salud para un probiatico, ya sea a nivel de grupo o de cepa especifica, dependiendo de la naturaleza del
beneficio. Los probidticos pueden tener diferentes medios de administracién, especies hospedadoras objetivo (humanos vy animales), poblaciones
objetivo, sitfos objetivo (intestino v mds alld), puntos finales de eficacia v categorias reguladoras. Todos los probidgticos deben ser seguros para su uso

previsto. Los microbios muertos, los productos microbianos v los componentes microbianos no se incluyven en la clasificacion de probidticos.

Fuente: Colin Hill Francisco Guarner. Declaracion de consenso de la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos sobre el alcance y

el uso apropiado del término probidtico.(102)
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Figura 3: Diagrama de flujo de la técnica de impregnacién al vacio de fresas

minimamente procesadas con probidticos

Metodologia para la seleccion de la solucion vehiculo de impregnacion

Incubaciona 37°C
Actrvacion del L. Casev ; Obtantion
r A durante 3dias. | Cenirfugacien |—>
microgrganismo 100ml caldo MRS ANGErobiosis biomasa
I on
Ssil?.-?; Incubacién de
vehiculo Eee
Preparacion de soluion  Fropuesia Solucion
solucion de 8w " ¥ Esterilizaciona 121°C piopuesta incubada
y "Brix de ia In:hn; fGIuc.ma durande 15 min a patron inicial 5
fresa o FomR MeFariand
Recuento UFC Incubaciona 37°C Siembra en placa
cada 5 dias por 72 horas por trplicado

Fuente: Maira Alejandra Gallego Narvaez, Gloria Milena Mufioz Narvaez, Leidy Adriana Castrillén
Carvajal. Fresas minimamente procesadas adicionadas con microorganismos probiéticos por

impregnacion al vacio.(106)
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Figura 4: Beneficios atribuidos al consumo de probiéticos

N
Probidticos

Salud Intestinal Sistema inmune Metabolismo Otros

N — \ . ~— —
i . v !
Tantoiiors + | Dislipidemias
+  Disminucién de Gl - idn/alivi
* Bienestar intestinal : : * Sintesis de dacidos Prever)cnon/allvn.o .de
: G alergias en infantes Infecciones urinarias
* Anti-estrefiimiento : - grasos de cadena 4 .
s * Estimulacion del ONnacr y respiratorias
* Anti-diarrea ist : cortay vitaminas A
*+ Control de patégenos le em::llnmune « Alivio a intolerancia O WGl e0
> 4 * Anti-inflamacién iffici

* Prevencion de cancer alalactosa R VEAC diiricile

de colon = - — ——
* Aminora sintomas de

enfermedad de Crohn

y de sindrome de

intestino irritable

J

Fuente: Castillo-Escandén V, Fernandez-Michel SG, Wong MCC-, Montfort GR-C. Criterios y

estrategias tecnoldgicas para la incorporacion y supervivencia de probioticos en frutas, cereales

y sus derivados. (35)
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GLOSARIO

AGENTES BIOTERAPEUTICOS: prebiédticos, probiéticos, posbiéticos y

simbiéticos, con capacidad preventiva y/o un efecto terapéutico probado.

ALIMENTOS FERMENTADOS (incluye bebidas fermentadas): alimentos

elaborados mediante el crecimiento microbiano deseado y las conversiones
enzimaticas de los componentes de los alimentos . Esta definicion, incluye

alimentos y bebidas que se producen por fermentacion pero que pueden no tener
microorganismos vivos en el momento del consumo . Fermentados con
microorganismos vivos presentes ( deben declararse como "Contiene cultivos
vivos y activos"): yogur, crema agria, kefir, miso, natto, tempeh, vegetales
fermentados sin coccién, algunas kombuchas, etc. Fermentados sin
microorganismos vivos presentes ( deben declararse como “Alimentos
elaborados por fermentacion”): pan, vegetales fermentados tratados

térmicamente, vino, mayoria de cervezas. (122)

ALIMENTOS FERMENTADOS con probiéticos: los productos alimenticios

fermentados solo deben etiquetarse como 'que contienen probidticos' cuando
exista evidencia de que sus componentes microbianos vivos brindan beneficios

para la salud y se defina el contenido microbiolégico preciso. (122)

ALIMENTOS FUNCIONALES: alimento que posee beneficio/s sobre una o

varias funciones del organismo, mas alla de los efectos nutricionales habituales,
como mejorar el estado de salud y bienestar o reducir el riesgo de una
enfermedad. Deben contener necesariamente ingredientes o componentes

funcionales como los probioticos y prebioticos que ejercen un efecto positivo en
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la flora intestinal, beneficiando la salud del individuo.

DISBIOSIS MICROBIANA: desequilibrio en la cantidad y calidad de bacterias

qgue han colonizado la microbiota intestinal, afectando la digestion y absorciéon de
nutrientes, produccion de vitaminas y control de microorganismos perjudiciales.
Esto se puede dar por diversos factores como cambios de habitos alimenticios,
tratamiento continuado con antibiéticos e infecciones recurrentes. Aun se
desconoce si esta alteracion es causa o consecuencia de la enfermedad

inflamatoria intestinal, la obesidad e incluso ciertos canceres.

EUBIOSIS MICROBIANA: estado de salud equilibrado de la microbiota, que le

permite realizar sus funciones correctamente repercutiendo directamente sobre

la salud general del individuo.

MICROBIOMA: conjunto de genes de los microorganismos presentes en un

ambiente determinado (microbiota).

MICROBIOTA: comunidad de linajes microbianos que viven en un entorno

determinado.

POSBIOTICOS: sustancias producidas por los probidticos que ejercen efectos

metabdlicos y/o inmunomoduladores en el huésped, es decir, son factores
solubles generados del metabolismo de los probioticos y liberados al medio
extracelular, y que tendrian actividad beneficiosa sobre la salud. (DW Thomas et

al. publicado en Pediatrics 2010 , Introduccion del concepto por Maria Rescigno en 2012

)

PREBIOTICOS: sustrato que es utilizado selectivamente por los

microorganismos hospedadores y que confiere un beneficio para la salud. (123)
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Compuestos no digeribles por el huésped presente en algunos alimentos,que
mejoran su bienestar y salud al fermentar en el colon y estimular la actividad

microbiana a ese nivel, actuando como nutriente de la flora colonica ya que de

él se nutren principalmente las bifidobacterias y lactobacilos.

PROBIOTICOS: microorganismos vivos no patégenos que al administrarse en

concentraciones adecuadas y viables sobreviven a la digestién y llegan vivos al
colon donde tienen un efecto positivo de promocion de salud en el huésped.

(102)

PRODUCTOS NUTRACEUTICOS: sustancias activas que se encuentran como

componentes naturales de los alimentos o pueden ser adicionadas a los mismos
y que administradas en determinada dosis, presentan un efecto favorable sobre

la salud.

SIMBIOTICOS: mezcla que comprende microorganismos vivos y sustrato(s)

utilizados selectivamente por microorganismos hospedadores que confiere un
beneficio para la salud del hospedador. En el ultimo consenso sobre Probidticos
se diferencia entre un simbiético complementario, (que no ha sido disefiado para
que sus componentes funcionen de manera cooperativa, compuesto de un
probidtico mas un prebidtico), y un simbidtico sinérgico donde el sustrato esta
disefiado para ser utilizado selectivamente por los microorganismos

coadministrados. (124)
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