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Resumen

Las frambuesas (Rubus idaeus) pertenecen al grupo de
las frutas pequefias (berries), son frutos de reducido
tamafio, coloracion que va del rojo oscuro al amarillo,
sabor agridulce y rapida perecibilidad. Son ricos en vita-
minas C y E, carbohidratos, fibras y azucares, siendo la
Patagonia Argentina una de las zonas de produccion
mas importante del pais en este tipo de cultivares. Se
consumen en fresco, como mermeladas o conservas y
poseen actividad antioxidante, lo que confiere impor-
tantes efectos benéficos sobre la salud.

Algunos jugos de fruta han sido utilizados
como vehiculos de bacterias probidticas, por un lado
para ampliar la oferta de alimentos funcionales y por
otro lado para satisfacer la demanda de consumidores
que no consumen lacteos (vegetarianos, lactosa intole-
rantes, alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion
negativa del contenido de colesterol en leche). En el pais
no existen antecedentes publicados sobre la factibilidad
del empleo de la fruta propuesta para vehiculizar micro-
organismos probidticos.
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El objetivo de este trabajo es determinar la capacidad de
la pulpa de frambuesa para ser fermentada y/o consti-
tuirse en vehiculo para cepas probioticas de
Lactobacillus plantarum. Se uso pulpa de frambuesa, de
frutas cosechadas en El Bolson, Patagonia Argentina. Se
utilizaron dos cepas de L. plantarum (INLAIN 813 y 998).
Las experiencias de fermentacion se realizaron con 40 g
de pulpa, previamente esterilizadas a 121°C durante 15
min, las cuales fueron inoculadas al 2% con los cultivos
de L. plantarum e incubadas a 37°C en estufa de cultivo
durante 24 h. La simulacion gastrica se realizé a tiempo
cero y luego de las 24 h de fermentacion. Los resultados
obtenidos permiten indicar que las pulpas utilizadas
constituyen buenas matrices para la elaboracion de un
nuevo alimento funcional en base no lactea por fer-
mentacion con cepas de L. plantarum.

Palabras clave: alimentos funcionales, frutas, bacterias
probidticas, fermentacion.

Introduccion

En las ultimas décadas se ha producido un cambio sus-
tancial en la actitud frente a la alimentacion. Los con-
sumidores son conscientes de la influencia de la dieta en
la modulacion del riesgo de desarrollo de enfermedades
y de la relacion entre dieta y calidad de vida (Barrio
Merino A., 2006). Los alimentos funcionales son consu-
midos como parte de la dieta. Ademas de la funcion
nutritiva basica, se ha demostrado que presentan pro-
piedades fisioldgicas o que disminuyen el riesgo de con-
traer ciertas enfermedades. De forma general, se puede
decir que un alimento funcional es aquel que confiere al
consumidor una determinada propiedad beneficiosa
para la salud, independientemente de sus propiedades
nutritivas. Son alimentos convencionales, que poseen
naturalmente componentes bioactivos, o a los que se les
ha afadido (incrementado su contenido) o eliminado un
determinado componente. Deben presentarse como un
alimento propiamente dicho y sus efectos deben obser-



varse cuando el alimento se consume dentro de una
dieta equilibrada diaria, es decir, dentro del modelo ali-
mentario habitual (Aranceta J., Gil A., 2010).

Las frambuesas (Rubus idaeus) pertenecen al
grupo de las frutas pequefias (berries), son frutos de
reducido tamafo, con coloracion que va del rojo oscuro
al amarillo, sabor agridulce y rapida perecibilidad. Son
ricos en vitaminas C y E, carbohidratos, fibras y azuca-
res, siendo la Patagonia Argentina una de las zonas de
produccion mas importante del pais en este tipo de cul-
tivares. Las formas de consumo mas difundidas son en
fresco, mermeladas o conservas. Estas frutas poseen
naturalmente actividad antioxidante, lo que les confie-
re importantes efectos benéficos sobre la salud, pudien-
do considerarse como alimento funcional per se o por el
agregado de otras propiedades para ampliar su posible
funcionalidad.

Dentro de esta linea, los alimentos probiodticos
se definen como un suplemento alimentario con conte-
nido microbiano vivo que beneficia al huésped mejoran-
do su equilibrio intestinal, siendo la probiotizacion uno
de los métodos utilizados para producir alimentos fun-
cionales fermentados. Adicionar microorganismos pro-
bidticos a alimentos proporciona beneficios a la salud,
incluyendo la reduccion del nivel de colesterol en suero

sanguineo, mejora de la funcion gastrointestinal, el sis-
tema inmune y reduccion del riesgo de contraer cancer
de colon (Yoon K.Y., Woodams E.E. y Hang Y.D., 2007).

En dicha direccion, algunos jugos de fruta han
sido utilizados como vehiculos de bacterias probioticas
(Nualkaekul S., Charalampopoulos D., 2011; Yoon K.Y.,
Woodams E.E., Hang Y.D., 2005), por un lado para
ampliar la oferta de alimentos funcionales y por otro
lado para satisfacer la demanda de consumidores que
no consumen lacteos (vegetarianos, lactosa intoleran-
tes, alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion
negativa del contenido de colesterol en leche). En la
Argentina no existen antecedentes publicados sobre la
factibilidad del empleo de la frambuesa para vehiculizar
microorganismos probicdticos, lo que le sumaria impor-
tantes propiedades por sobre las que ya posee natural-
mente.

Por ello, el objetivo de este trabajo es determi-
nar la capacidad de la pulpa de frambuesa para ser fer-
mentada y/o constituirse en vehiculo para cepas probio-
ticas de Lactobacillus plantarum, con el propdsito de
generar nuevos alimentos funcionales y ampliar la car-
tera de productos elaborados de la frambuesa para la
agroindustria regional.
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Materiales y métodos

Materias primas

Se utilizé pulpa de frambuesa var. Tulameen de frutas
cosechadas en El Bolson, Patagonia Argentina. Para obte-
ner la pulpa, las frambuesas se sometieron a la accion del
mixer en frio. La pulpa se distribuyo en bolsitas de 40 gra-
mos y congelo (-20°C) hasta su uso. Se trabajo en condi-
ciones de asepsia para no contaminar la pulpa.

Cepas
Para la fermentacion de la pulpa se utilizaron dos cepas de
L. plantarum (INLAIN 813 y 998) cedidas por el equipo pro-
fesional del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN),
Universidad Nacional del Litoral, CONICET, Santa Fe,
Republica Argentina. Las mismas tienen propiedades pro-
bioticas (aumento de defensas intestinales) demostradas
en animales en estudios previos (Zago M. y col., 2011).
Para reactivar las cepas conservadas, se coloco
100 pL de la suspension congelada con glicerol al 20%
en 5 ml de caldo MRS. Se incub6 24 a 48 h a 37°C (hasta
aparicion de turbidez). Luego, se continud con repiques
overnight (ON) inoculando 100 pL de la suspension del
microorganismo en 5 m| de caldo MRS nuevo y posterior
lavado con buffer fosfato salino de pH 7 (Reinheimer J.,
INLAIN, 2011).

Fermentacionde la pulpa de frambuesa
Las experiencias de fermentacion se realizaron por tri-
plicado con 40 g de pulpa previamente esterilizada
(121°C, 15 min). La pulpa fue inoculada al 2% con los
cultivos de L. plantarum e incubadas a 37°C en estufa de
cultivo durante 24 h.

Se realizaron los recuentos microbioldgicos en
agar MRS mediante la técnica de recuento en placa a
tiempo cero y a las 24 h del inicio de la fermentacion en
las pulpas de frambuesa inoculadas con la cepa 813 y 998.

Simulacion gastrica de la pulpa de
frambuesa fermentada
La simulacion gastrica se realizo en cada pulpa fermen-
tada, frambuesa con L. plantarum 813 y frambuesa com
L. plantarum 998 (tiempo 0y 24 h) por triplicado, con el
objetivo de estudiar |a resistencia gastrointestinal de las
cepas contenidas en las mismas.

Para la determinacion in vitro de la resistencia de
L plantarum a la digestion gastrointestinal se procedio
segun Reinheimer J., INLAIN, 2011. Se tomd 15 gramos de
pulpa y se agrego 15 ml de saliva mas 0,6% de pepsina
(punto A de la determinacion). Se toma muestra, se incuba
por 48 horas a 37°C y se hace el recuento del punto corres-
pondiente. Luego, se acidifico a pH 2,5 con HCL e incubd la
muestra 90 minutos en bafio de agua termostatizado a
37°C (punto B, recuento). A continuacion se tomd 1.4 ml en
eppendorf, se centrifugo, descartd el sobrenadante y se
lavo dos veces con PBS (buffer fosfato salino de pH 7).

52 [ La Alimentacién Latinoamericana N° 315 ] 2015

Después se realizo el shock duodenal de bilis (se resus-
pendio en 1,4 ml bilis bovina 1% en buffer pH 8 6 7) y
se incubd en bafio de agua termostatizado a 37°C, 10
minutos (punto C, recuento). Se centrifugd, se descarto
el sobrenadante y se lavo. A continuacion, se resuspen-
dio en 1,4 ml bilis 0,3% + 0,1% pancreatina en buffer
pH 8. Se incubd durante 90 min a 37°C (punto D,
recuento).

Analisis quimicos y microbiologicos

Se tomaron muestras de cada pulpa fermentada y se
midio el pH e hizo el recuento de las unidades formado-
ras de colonias de células viables (UFC/g) a través del
método estandar de recuento en placa con medio MRS
(Man, Rogosa y Sharpe) después de 48 horas de incuba-
cion a 37°C (tiempo O y 24 h). Para realizar la simula-
cion gastrica se tomaron muestras en los puntos A, B, C
y D de la determinacion.

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestra el avance de la fermentacion de
las pulpas de frambuesa fermentadas con las cepas de
L. plantarum 998 y 813, donde se puede observar que la
pulpa no pudo ser utilizada por las cepas para crecer ya
que los recuentos disminuyeron desde el inicio de la fer-
mentacion. La cepa L. plantarum 998 disminuy6 2,8 log
a las 48 horas de fermentacion, manteniendo una con-
centracion de 1.105 UFC/g. Comportamiento similar pre-
sentd la cepa L. plantarum 813 (2,2 log), quedando a las
48 horas de fermentacion similar concentracion.
Teniendo en cuenta estos recuentos, se decidid fermen-
tar la pulpa 24 horas ya que si bien el cultivo de cepas
acido lacticas redujo su viabilidad celular durante la fer-
mentacion, los recuentos a las 24 horas de fermentacion
son iguales o mayores que 6,00 log UFC/g (1.108 UFC/g),
concentraciones que son las requeridas para productos
probioticos.



Tabla 1 - Avance de la fermentacion (log UFC/g) de pulpa de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 y 813

Tiempo (horas) pH L. plantarum 998 pH L. plantarum 813
0 2,8 7,8+0,15 2,85 7,60+ 0,16
24 2,85 7,3240,31 2,80 6,01+ 0,26
5,00 5,40

48
Tabla 2 - Caracterizacion en frutos frescos de frambuesa

Tabla 3 - Caracterizacion de principios activos

Determinacion Frambuesa Determinacion Frambuesa
Humedad (%) 86,2+0,1 Carotenos'” 576 £ 16

SSR (°Bx) 11,67 +0,76 Fenoles Totales"” 174 + 16

pH 2,83+0,19 Flavonoides'® 38+3
Cenizas (%) 2,71+0,18 Vitamina C'¥ 467 0
Acidez Titulable'® 2,08+0,10 Antocianinas'® 40+1
Proteinas Totales (%) 1,14+0,03 Fructanos Totales! 13+0
Grasas (%) 0,24 £ 0,01 Poder Antirradical’® 0,48 +0,03
Aztcares Reductores!® 2,4+0,1 Poder Reductor™™ 34+4
Azucares Totales" 11+1 Los valores representan la media (n = 3) £ SD, "ug de luteina/100

Los valores representan la media (n = 3) £ SD, /g de acido citrico
anhidro/100 g de FF, “lg de GLU/100 g FF, /g de GLU/100 g de FF

Paulino, C.; Ochoa, M.; De Michelis, A., 2013

Si bien estas cepas son acido tolerantes, la disminucion
de los recuentos se puede deber al bajo pH de la matriz
estudiada. Se sugiri6 ampliamente la fuerte influencia
del pH sobre la supervivencia celular en varios produc-
tos alimenticios (Champagne C.P. y Gardner N.J, 2005).

gramos de FF, ™ mg GAE/100g de FF, “/mg CE/100 g de FF, “img
ascorbico Total/ Kg FF, “/mg cianidina-3-glu/100 g FF, "'mg FRUC/100 g

de FF, ®'mg* de tejido fresco, "ug Fe+2/ g FF.
Paulino, C.; Ochoa, M.; De Michelis, A., 2013.

Para que los microorganismos probidticos sobrevivan a
las condiciones adversas del tracto gastrointestinal y
alcancen el intestino en numero suficiente, es necesario
que estén presentes en el producto en una concentra-
cion de al menos 108 UFC/ml. Estudios in vivo e in vitro
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Tabla 4 - Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/g) de pulpa de frambuesa fermentada

con la cepa de L. plantarum 998

Tiempo (horas) A B (Post acidificacion pH 2,5)
0 7,48+0,11 7,37+0,05
24 7,1540,15 5,64+0,58

C (Post shock bilis 1%)
7,210,22
5,6+0,2

D (Post bilis 0,3%-pancreatina 0,1%
7,05+0,26
5,3840,33

Tabla 5 - Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/g) de pulpa de frambuesa fermentada

con la cepa de L. plantarum 813

Tiempo (horas) A B (Post acidificacion pH 2,5)
0 7,7240,32 5,87+0,28
24 6,55+0,08 4,98+0,29

(Reid G., 2008; Charteris W.P. y col., 1998) indicaron que
algunas cepas de Lactobacillus sélo sobreviven parcial-
mente al pasaje a través del tracto gastrointestinal vy,
generalmente, deberia estar presente una poblacion de
bacterias de 107-10% UFC/ml en los alimentos para colo-
nizar, al menos temporalmente, el intestino (Lee Y.K. y
Salminen S., 1995).

En las tablas 2 y 3, respectivamente, se informa
el analisis composicional de los frutos frescos de fram-
buesa y la caracterizacion de principios activos.

En la tabla 4, al simular las condiciones gas-
trointestinales, se observa que a las 24 h de fermenta-
cion de la pulpa de frambuesa, la cepa Lp 998 disminu-
y6 1,77 log con respecto al valor log UFC/g de partida.

En la tabla 5 (también simulacion de las condi-
ciones gastrointestinales) se observa que a las 24 horas
de fermentacion de la pulpa de frambuesa, la cepa Lp
813 presento similar reduccion (1,69 log) con respecto
al valor log UFC/g de partida.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(FAO - OMS, 2002) dentro de las pruebas in vitro para
evaluar el potencial probiodtico de alguna cepa se
encuentran: resistencia a pH acido, sensibilidad a anti-
bidticos, accion antimicrobiana, adherencia y resistencia
a sales biliares. Adicionalmente, la OMS considera que
para que un microorganismo sea denominado probidtico
se debe demostrar que las bacterias son capaces de
sobrevivir al paso por el tracto gastrointestinal y Ilegar al
intestino grueso en poblaciones de 106-107 UFC/ml con
capacidad de aumentar la poblacion dentro del mismo.

Conclusiones

Si bien la pulpa no fue utilizada por los microorganismos
para crecer, mantuvo las células en un rango de 106 -
107 UFC/g. Este nivel corresponde a valores promedio
usualmente encontrados en productos lacteos comer-
ciales probidticos.

Con respecto a los ensayos de simulacion gastri-
ca, si bien la cepa disminuyd su resistencia gastrointestinal
durante la fermentacion, los valores obtenidos podrian
mejorarse partiendo de un nivel mas alto de indculo al
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C (Post shock bilis 1%)
5,8740,08
4,99+0,13

D (Post bilis 0,3%-pancreatina 0,1%
5,75+0,02
4,86+0,12

comienzo de la fermentacion. Estos estudios permiten
determinar que la pulpa de frambuesas podria ser un vehi-
culo para cepas de L. plantarum, lo cual permitiria desarro-
llar nuevos alimentos funcionales en base no lactea.
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