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RESUMEN

Los alimentos a los que se les afiaden probidticos (bacterias benéficas) constituyen uno de los sectores mas importantes
de los alimentos funcionales. Los productos lacteos son los principales vehiculos para estas bacterias que producen un
efecto benéfico a la salud, cuando se consumen vivas y en cantidades suficientes para adherirse al colon. Sin embargo,
cada dia crece el interés por desarrollar alimentos no lacteos como vehiculo para probidticos. Los productos de origen
vegetal son una buena alternativa para estas innovaciones. Tienen la ventaja de que son muy aceptados y accesibles
para la poblacion. Adicionalmente, representan una alternativa de consumo para poblaciones con dietas restringidas.
Sin embargo, la incorporacion de probidticos a estos productos requiere considerar varios criterios y vencer retos
tecnologicos con la finalidad de conservarlos funcionalmente activos.

Palabras clave: probidticos, alimentos funcionales, viabilidad, frutas, verduras y cereales.

Criteria and technological strategies for the incorporation
and survival of probiotics in fruits, cereals and their products

ABSTRACT

Foods to which probiotics (beneficial bacteria) have been added constitute one of the most important sectors of functional
foods. Dairy products are the main vehicles for these bacteria that produce a beneficial effect on health, when consumed
alive and in sufficient quantities to adhere to the colon. However, every day there is a growing interest in developing non-
dairy foods as a vehicle for probiotics. The products of vegetable origin are a good alternative for these innovations. They
have the advantage of being very accepted and accessible for the population. In addition, they represent a consumption
alternative for populationwith restricted diets. However, the incorporation of probiotics to these products requires to consider
several criteria and to overcome technological challenges in order to keep them functionally active.

Key words: probiotics, functional foods, viability, fruits, vegetables and cereals.

Nota: Articulo recibido el 31 de diciembre del 2018 y aceptado el
29 de abril del 2019.
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INTRODUCCION
urante siglos hemos consumido microorganismos

vivos contenidos en diversos tipos de leches

fermentadas. Los estudios realizados por el
cientifico Elie Metchnikoff a partir de 1907,
permitieron relacionar la ingesta de estas bacterias lacticas,
con un efecto benéfico para la salud. A partir de entonces se
han llevado a cabo gran cantidad de estudios que evidencian
la presencia e importancia de consorcios microbianos que
habitan el tracto intestinal, cuyas funciones son esenciales para
nuestro desarrollo, salud y bienestar. Otras investigaciones
demuestran que el consumo de ciertas bacterias benéficas,
conocidas como probiodticos, pueden contribuir a mantener
o restablecer la homeostasis de dichos consorcios (Hun,
2009; Fitzpatrick, Small, Greene, Karpa, & Keller, 2012;
Kechagia et al., 2013). Este hecho ha interesado a la industria
de alimentos, que ha desarrollado con gran éxito, una gran
variedad de productos lacteos, como vehiculo acarreador
de probidticos. Actualmente, el interés se extiende hacia la
produccion de formulaciones no lacteas que contengan a
estas bacterias, particularmente las de origen vegetal por ser
muy aceptadas por todo tipo de consumidores y por presentar
alternativas de consumo para vegetarianos y veganos o para
poblaciones que no pueden consumir productos lacteos. En
esta revision se analizan los principales criterios y estrategias
tecnologicas para incorporar y preservar la viabilidad de los
probidticos, en frutas, vegetales y cereales.

Probiéticos: Definicion y efectos benéficos a la salud
La definicion mas ampliamente aceptada para los probioticos
es la acordada por el panel de expertos comisionados en 2001
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y Alimentacion (FAO, Food and Agriculture Organization)
reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
World Health Organization). Esta, indica que los probioticos
son microorganismos vivos, que cuando se consumen en
cantidades adecuadas, producen un efecto benéfico a la salud
(FAO/WHO, 2001). De acuerdo con esta definicion y a pesar
de tener algunas caracteristicas funcionales, la biomasa muerta
no se considera probiotico, sino paraprobidtico, conocido
también como probidtico no viable, probidtico fantasma o
probidtico inactivado (Aguilar-Toala ef al., 2018).

Son varios los efectos benéficos a la salud que producen los
probidticos. Los principales se esquematizan en la Figura 1.
Sin embargo, es importante resaltar que dichos efectos son
especie y cepa especificos y deben probarse tanto in vitro
como in vivo (Bagon et al., 2018).

Criterios de seleccion de probiodticos para consumo
humano

Cada cepa que quiera utilizarse como probidtico para consumo
humano, debe cumplir con una serie de requisitos de seguridad
(inocuidad), fisiologicos, funcionales y tecnoldgicos. Primero,
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Figura 1. Beneficios a la salud atribuidos al consumo de probiéticos. Fuente: Adaptado de Lebaka, Wee, Narala & Joshi (2018).
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es necesario realizar una identificacion fenotipica y genotipica
precisa del microorganismo (género, especie y cepa). Ademas,
una clasificacién taxonémica utilizando la nomenclatura
correcta, que incluya el origen, habitat y fisiologia de la
especie (Morelli, 2007).

La busqueda inicial y seleccion de probidticos implica ensayos
de: a) utilizacion de carbohidratos y proteinas, b) estabilidad
fenotipica y genotipica, incluida la estabilidad de los plasmidos,
¢) deteccion de resistencia a antibidticos, d) inmunogenicidad,
e) inhibicién del crecimiento de patégenos y saprofitos, f)
produccion de bacteriocinas u otras sustancias antimicrobianas
g) resistencia al acido y a sales biliares, h) capacidad para
hidrolizar sales biliares e 1) existencia de posibles factores
de virulencia (Sharma, Mahajan, Attri & Goel, 2017). Otros
analisis muy importantes son los de adhesion, que comprenden
ensayos de autoagregacion, hidrofobicidad superficial,
adhesion a mucosas y células intestinales, entre otros. Estos
analisis presentan una idea de la capacidad de colonizacion de
la cepa probiotica candidata y por tanto, de la duracion de su
efectividad en el intestino del huésped (Xu, Jeong, Lee & Ahn,
2009).

Es necesario demostrar que el probidtico candidato no
producira ningin dafio a la salud del consumidor. Esto se
logra primero, a través de ensayos in vitro que prueben la
ausencia de actividad patogénica (por ejemplo, actividad
hemolisante, produccion de enterotoxinas, patogenicidad
serologica). Después de los ensayos in vitro, se realizan
ensayos preclinicos con modelos animales y finalmente los
ensayos clinicos con humanos (Ranadheera, Baines & Adams,
2010). Este tipo de estudios (in vitro, con modelos animales
y en humanos), con los protocolos adecuados, también deben
hacerse, para determinar los beneficios que produce la cepa al
consumidor (Sharma, Mahajan, Attri & Goel, 2017).

Adicionalmente, se requiere la determinacion de las
caracteristicas tecnologicas de la cepa para su uso en alimentos.
Esta caracterizacion, incluye: determinar su estabilidad
genética, la conservacion de sus propiedades funcionales y de
su viabilidad durante el procesamiento y almacenamiento del
vehiculo (por ejemplo, alimento), que contenga al probidtico.
Ademas, la resistencia al ataque de los fagos, la capacidad
para ser producida a gran escala y la ausencia de metabolitos
que puedan deteriorar a las caracteristicas sensoriales del
vehiculo al que se afiadiran (Ranadheera, Baines & Adams,
2010; Sanchez, Fernandez-Garcia, Margolles, de los Reyes-
Gavilan & Ruas-Madiedo, 2010).

Los alimentos como vehiculos para probioticos

Los productos comerciales que contienen probioticos utilizan
como vehiculo a suplementos y alimentos. Los suplementos
se consumen como polvos, tabletas o capsulas; contienen
hasta 10'° UFC/g de uno o una mezcla de probidticos. Por

su parte, los alimentos a los que se les afiaden probidticos,
son principalmente de origen lacteo (Foligné, Daniel & Pot,
2013). Destacan, por su aceptacion comercial, el yogurt y
las leches fermentadas; otros que cada vez se consumen mas
son los quesos, postres congelados y helados (Sanders &
Marco, 2010).

Las principales especies patentadas de probidticos
que se afaden a productos lacteos son: Lactobacillus
jhonsoni NCC533, L. casei Shirota, L. rhamnosus GG,
L. acidophilus LA-5, L. reuteri ATTC 55730, L. brevis
KB290, Bifidobacterium breve, Yakult, B. longum BB536,
B. animalis ssp. B. lactis BB-12, B. infantis 35624, L. casei
DN-114 001 (“L. casei Immunitas”), B. animalis DN173 010
(“Bifidis regularis”) y L. plantarum 299v (McFarland, Evans
& Goldstein, 2018).

En general, el consumo de alimentos probidticos es mayor
en Asia, Australia y Europa del Este (Euromonitor, 2015).
Sin embargo, las ventas crecen dia con dia en el continente
americano, ocupando los primeros lugares de consumo en
Estados Unidos de Norteamérica, Brasil, Canada y México,
respectivamente. Solo en 2014, las ventas al por menor de
alimentos probidticos, en el continente americano, fueron de
10.8 billones de ddlares americanos, con un crecimiento anual
estimado para el 2019 de 30.5 % (Feldman, 2015). En ese
mismo afo, las ventas al detalle en todo el mundo fueron de
43 .3 billones de dolares americanos, con un crecimiento anual
estimado para el 2019 del 54.3 % (Hui, 2015).

Productos no lacteos como vehiculos para probidticos
El aumento de personas con intolerancia a la lactosa,
dislipidemias, alergia a las proteinas lacteas y de aquellas que
prefieren un consumo vegetariano o uno vegano, ha conducido
al desarrollo de alimentos probidticos no-lacteos. Este es
un nuevo nicho de oportunidad para la comercializacion de
alimentos funcionales. Incluye a una gran cantidad de matrices
alimentarias y tipos de alimentos (Figura 2) de diferente
composicion quimica y contenido de bioactivos. Entre ellos
destacan los productos de origen vegetal (Min, Bunt, Mason
& Hussain, 2018).

En la Tabla I se agrupan alimentos no-lacteos que contienen
probidticos y que actualmente se comercializan en los
mercados internacionales. Varios de estos alimentos son
vehiculos para los géneros de Lactobacillus y Bifidobacterium
que se utilizan en productos lacteos (Papizadeh, Rohani,
Nahrevanian, Javadi & Pourshafie, 2017). Otra especie que
destaca actualmente por su resistencia a ambientes adversos,
es el Bacillus coagulans, conocido anteriormente como
Lactobacillus sporogenes. Este microorganismo comparte
caracteristicas, tanto de la familia Lactobacillaceae como
de la Bacillaceae (Kapse, Engineer, Gowdaman, Wagh &
Dhakephalkar, 2018). B. coagulans produce la bacteriocina
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Figura 2. Alimentos funcionales no lacteos utilizados como vehiculo de probiéticos. Fuente: Adaptado de Min, Bunt, Mason &

Hussain (2018).

coagulina, que controla el crecimiento de patogenos
intestinales (Cutting, 2011). También, reduce el dolor
abdominal en pacientes con sindrome del intestino irritable
y existe evidencia de que aminora los sintomas de diarrea
producida por Clostridium difficile (Hun, 2009; Fitzpatrick,
Small, Greene, Karpa & Keller, 2012).

Lacapacidad de formar esporas le confiere a Bacillus coagulans
una mayor resistencia a altas temperaturas y medios con un pH
bajo (Cutting, 2011). Lo anterior, aunado a sus propiedades
probidticas, ha sido determinante para que salgan al mercado
varios suplementos conteniendo a esta bacteria. Entre los
principales se encuentran: Lactospore (Sabrinsa, Corp.,
EUA), Neolactoflorene (Montefarmaco Inc. Italia) y Sustenex
(Ganeden, Biotech, EUA). Este ultimo, contiene a la cepa B.
coagulans GanedenBC*® 0 BC?® patentada y reconocida como
inocua o generalmente segura (GRAS), en los Estados Unidos
de Norteamérica (Endres et al., 2009; 2011). Como se observa
en la Tabla I, BC? esta siendo utilizado comercialmente en
alimentos con probidticos que requieren de calentamiento, ya
sea durante su produccion (por ejemplo galletas) o durante
su elaboracion (por ejemplo tés). Es importante recordar
que el efecto probidtico de las bacterias es cepa especifico
(Bagon et al., 2018). Por tanto el genoma de diferentes cepas
de B. coagulans, y sus propiedades probidticas, estan siendo
actualmente investigadas con la finalidad de determinar si son
aptas para su uso en alimentos (Yao, Gao & Zhang, 2016;
Kapse, Engineer, Gowdaman, Wagh & Dhakephalkar, 2018).

Aspectos a considerar para incorporar probidticos en
alimentos no licteos

Para la industria alimentaria, cualquier alimento que sea
consumido regularmente por la poblacién, es un buen
vehiculo para los probidticos. Por ello, existe gran interés
en el desarrollo de nuevos productos. Sin embargo, deben
considerarse varios factores para que el producto sea un éxito.
Entre ellos destacan, ademas de los criterios de seleccion
previamente mencionados de inocuidad y efectividad, factores
mercadotécnicos, regulatorios y tecnoldgicos (Augustin &
Sanguansri, 2015).

Aspectos mercadotécnicos

Antes de desarrollar el producto que contenga un probidtico
debe decidirse el mercado al que sera dirigido; por ejemplo,
si sera regional o global, si se producird para un mercado
masivo o exclusivamente para un sector determinado de la
poblacién como edad, religion, alimentacion especial, grupos
con enfermedades especificas, etc. (Hoffman, 2008; Augustin
& Sanguansri, 2015). Es importante ademas: a) comunicar de
manera clara y sencilla el beneficio a la salud que conferira
el producto, b) considerar que sea competitivo en todas las
plataformas, c) con caracteristicas sensoriales, conveniencia
y precios adecuados, d) publicidad y manera de promoverla,
e) lealtad a la marca, f) conocimiento de la competencia y
g) control de calidad (Granato, Branco, Nazzaro, Cruz &
Faria, 2010).
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Tabla 1. Productos no lacteos comercialmente disponibles, que contienen probidticos.
Producto Compaiiia Probiotico
Chocolate Sakara Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, B. lactis, B. longum
Chocolate dietético ISOWUEY B. lactis HNO19
Chocolate Healthy Delight | Bacillus coagulans 30 (BC3®)
Chocolate Lal’food 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 Lou’s BC?*

Gomitas, chocolates Schiff BC*

Bebida de soya fermentada DietSpotlight L. acidophilus, L. casei, L rhamnosus
Bio. K+ ®

Bebida energizante Body Ecology L. acidophilus, L. delbrueckii
Innergyc Biotic (quinoa, arroz integral, proteina de chicharo)

muffins de varios sabores Flap Jacket BC

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

duraznos

Canela en polvo Eat spice BC*

Té de limén y jengibre Bigelow BC*

Granola con probiodticos Purely Elizabeth | BC3

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

probioticos

Palomitas de maiz Silver Fern Bacillus subtilis HUSS8, Bacillus coagulans

Galletas con chispas de chocolate

Lesser evil

Bc30

Galletas de trigo

Natural products

Bc30

Adaptada de Dey (2018).

Aspectos legislativos

Referente a la legislacion, los probioticos estan clasificados
como suplementos alimenticios y su regulacion varia de pais
en pais. Sin embargo, se enfoca mas a legitimar los efectos
benéficos del producto, que en garantizar su eficacia, inocuidad
y calidad (de Simone, 2018). A pesar de que la inocuidad de
los probidticos y su efectividad para mejorar la salud humana
ha sido revisada por el panel de expertos de la FAO y la OMS
(FAO/WHO, 2006), queda mucho por hacer para garantizar
que los probidticos consumidos en los alimentos sean
eficaces para el proposito que se estan vendiendo, ya que su
principal problema es mantenerlos vivos hasta que lleguen al
consumidor (Granato, Branco, Nazzaro, Cruz & Faria, 2010).
Antes de lanzar el producto al mercado, debe de conocerse
la regulacion nacional e internacional. Si el microorganismo
no ha sido afadido antes a los alimentos, debera pasar por
el cumplimiento de los criterios de seleccion. Es importante
también, conocer cuales seran las obligaciones legales del
productor del alimento (Augustin & Sanguansri, 2015).

Referente a México, no existe una norma especifica que
regule la incorporacion de probidticos a los alimentos, ni que
garantice que estos lleguen viables al consumidor. En general,
los productores se apegan a la Norma oficial para el etiquetado
de productos (NOM-051-SCFI/SSA1-2010a), a la norma para
alimentos y bebidas no alcohdlicas con modificaciones en
su composicion. Especificaciones nutrimentales (NOM-086-
SSA1-1994)y alanorma implementada para leche y productos
lacteos (NOM-243-SSA1-2010b). En la Tabla II se presentan
algunas de las principales instancias de diferentes paises,
relacionadas con la regulacion de la adicion de probidticos a
los alimentos. Es importante resaltar la necesidad de mejorar
las regulaciones en todos los paises y estandarizarlas a nivel
internacional.

Aspectos tecnologicos

Los aspectos tecnologicos a contemplar en la adicion de
probidticos a los alimentos se enfocan principalmente en:
a) la seleccion de la cepa y la cantidad de indculo a afiadir,
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Tabla II. Algunas instancias que regulan el uso de probiéticos en diferentes paises.

Pais

Instancia

Comunidad Econ6émica Europea

Autoridad Europea de Inocuidad Alimentaria (EFSA*)

Estados Unidos de Norteamérica

Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA*)

Canada Agencia Canadiense para Inspeccion de Alimentos (CFIA*)

Chile Instituto de Salud Publica (ISP)

Argentina Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)

Japon Ministerio de Salud Trabajo y Bienestar (MHLW*)

India Consejo Indio de Medicina (ICMR*)/ Departamento de Biotecnologia (DBT*). Guia
para la regulacion de probioticos en alimentos

China Administracion de Medicamentos y Alimentos del Estado (SFDA*)

Malasia Division de Inocuidad y Calidad de Alimentos

(FSQD¥*), Autoridad para el Control de Medicamentos (DCA¥*),
Oficina Nacional de Control Farmacéutico (NPCB*)

Instancias Internacionales

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion/Organizacion
Mundial de Salud (FAO/WHO*); Organizacion Mundial de Gastroenterologia (WGO*);
Instituto Internacional para las Ciencias de la Vida (ILST*)

* Siglas en inglés. Fuente: Elaboracion propia.

b) su habilidad para crecer en la matriz alimentaria (por
ejemplo pulpa de fruta, chocolate, cereal etc.) en la que
se quiera incorporar, c¢) al impacto que tendra sobre las
caracteristicas sensoriales y la aceptacion del producto por
el consumidor, d) a la manera (polvo, cultivo, asperjado) y
etapa del proceso en que los microorganismos se afiadiran al
alimento y e) al impacto que las caracteristicas del alimento,
del proceso y de las condiciones de almacenamiento en vida de
anaquel, tendran sobre la viabilidad del probidtico (Augustin
& Sanguansri, 2015).

Importancia de mantener a los probioticos viables

A fin de ejercer su efecto benéfico, los probidticos tienen que
llegar vivos y en cantidad suficiente a su sitio de accion. Una
vez alli, deben adherirse al epitelio intestinal, estableciendo un
“dialogo bioquimico” con su hospedero. Este intercambio de
sefiales moleculares, aunado a la exclusion competitiva con los
patdgenos, por los sitios de adhesion intestinal y a la produccion
de antimicrobianos, constituyen eventos indispensables para
que el probidtico realice su funcion (Champagne, Ross,
Saarela, Hansen & Charalampopoulos, 2011).

No existe informacion suficiente para determinar cual
es la concentracion adecuada, ni legislacion que indique
la concentracion de probidticos vivos que deba contener
el alimento al momento de su consumo. En general, la
industria alimentaria ha adoptado la cantidad de 10° UFC/
mL o g, que también coincide con las recomendaciones de
la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA,
Food and Drug Administration) de los Estados Unidos de
Norteamérica (Tripathi & Giri, 2014). También existe el

consenso de la Asociacion Cientifica Internacional para
Probidticos y Prebioticos (ISAPP, por sus siglas en inglés),
acerca de que la ingesta diaria de probioticos debe estar entre
108 y 10° células viables, lo que se traduce en un consumo
diario de alrededor de 100 g de un alimento que contenga
probidticos (Hill et al., 2014).

A partir de estos consensos, existen investigaciones orientadas
a determinar si el contenido de probidticos viables que
consumimos en los alimentos comerciales es el adecuado y el
determinado en la etiqueta. Varios trabajos demuestran que no
es asi, indicando concentraciones de hasta 3 log UFC/g o mL,
menores a las recomendaciones mencionadas (Begum, Jakaria,
Anisuzzaman, Islam & Mahmud, 2015; Fredua-Agyeman,
Parab & Gaisford, 2016). Mas aun, el grupo de trabajo sobre
probioticos y prebiodticos de la Sociedad Europea para la
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion (ESPGHAN,
European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition, por sus siglas en inglés) encontré en sus
investigaciones que, ademas de no contar con las cuentas
viables suficientes, algunos alimentos presentaron errores de
etiquetado en cuanto a la cepa probiodtica y, en algunos casos,
contaminacion con otros microorganismos (Kolacek et al.,
2017). Lo anterior obliga a establecer un control de calidad mas
riguroso en los alimentos probioticos y en buscar alternativas
para garantizar la viabilidad de estos microorganismos, hasta
su llegada al lugar de accion.

Por lo anterior, el desarrollo de alimentos que contengan
probidticos debe considerar tanto el efecto que los
metabolitos producidos por la bacteria tenga sobre las
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caracteristicas sensoriales del alimento, como: a) la prevision
de interacciones indeseables entre la bacteria y la matriz
alimenticia, que puedan afectar su viabilidad, b) a limitar la
pérdida de viabilidad del probidtico durante el procesamiento
del alimento y vida de anaquel, estableciendo los controles de
calidad adecuados y c) a buscar estrategias para proteger al
microorganismo de su paso a través del tracto gastrointestinal
(Sanders & Marco 2010; Augustin & Sanguansri, 2015).

Una vez consumido, la supervivencia del probidtico dependera
principalmente de su resistencia a las condiciones del tracto
gastrointestinal. Afectan, particularmente, el entorno acido
del estdbmago y a la accion de las sales biliares en el intestino
(Lahtinen, 2012). También influyen la intervencion de enzimas
pancredticas, el estado del sistema inmune del consumidor
y la composicion de su microbiota gastrointestinal. Estos
factores son dificiles de controlar, sobre todo si el vehiculo en
el que viene adicionado el probidtico (matriz alimentaria), no
le imparte la suficiente proteccion hasta su llegada al sitio de
accion, que principalmente se encuentra en el colon (Sanders
& Marco, 2010).

Supervivencia de probidticos en matrices no lacteas

La generacion de alimentos no-lacteos como acarreadores de
probidticos requiere de investigaciéon basica y aplicada. Esta,
debe garantizar el desarrollo de una buena formulaciéon y un
producto realmente saludable, que conserve la viabilidad del
probidtico (Meybodi, Mortazavian., Sohrabvandi, da Cruz &
Mohammadi, 2017). El tipo de matriz o alimento que sirva
de vehiculo, sera un factor determinante en la supervivencia.

Matrices lacteas vs no lacteas

La viabilidad de los probidticos se ve comprometida por el
ambiente que los rodea. El oxigeno disuelto en el alimento, su
pH y la concentracion de algunos metabolitos, como los acidos
organicos, disminuyen la supervivencia. También influyen la
actividad del agua y la presion osmotica del alimento (Costa,
Fonteles, de Jestis & Rodrigues, 2013; Allouche et al., 2018).
Estd demostrado que los componentes de la leche confieren
proteccion a los probidticos. En particular, las proteinas
presentes en el suero (por ejemplo la lactoalbumina y la
lactoglobulina), tienen un efecto amortiguador, que mejora la
resistencia de estos microorganismos, cuando son sometidos
a ambientes acidos (Vargas, Olson & Aryana, 2015). Ademas,
las caseinas de la leche (particularmente las  y la « caseina),
pueden servir como fuente de nitrogeno para el crecimiento de
los probidticos, permitiéndoles mantenerse metabdlicamente
activos, durante la vida de anaquel del alimento (Yu, Amorim,
Marques, Calhau & Pintado, 2016; Huang et al., 2017).

Verruck et al. (2017) comprobaron que la grasa de la leche
de cabra protege a Bifidobacterium BB-12, manteniendo
el 94 % de las bacterias viables, después de someterlas a
ambientes acidos. Por otra parte, Ranadheera, Evans, Adams

& Baines (2013) atribuyeron un efecto protector a la grasa de
la leche, para conservar la viabilidad de L. acidophilus LA-
5, B.animalis subespecie. lactis BB-12, y Propionibacterium
jensenii 702, en helados de chocolate.

Aunque las matrices no-lacteas difieren mucho en composicion
con respecto a la leche, pueden contener moléculas que
estimulen el crecimiento de los probidticos. Este es el caso
de los carbohidratos no digeribles (fibras solubles), proteinas
y vitaminas, presentes en algunos cereales (Chavan, Gat,
Harmalkar & Waghmare, 2018). Otros compuestos, como los
B-glucanos de la cebada, ademas de proteger a probiodticos
como L. plantarum WCFS1, L. acidophilus LAS y L. johnsonii
CECT 289, disminuyen la inflamacién intestinal de su
hospedero (Arena ef al., 2016). También se reportan diversos
beneficios cuando la matriz alimentaria contiene fructanos
tipo inulina, como aquellos que provienen de la chicoria, o los
que son extraidos de los agaves (Chavan, Gat, Harmalkar &
Waghmare, 2018).

La composiciéon y diversidad de alimentos no lacteos a los
que se han incorporado probioticos es mucha y cada especie
y cepa pueden reaccionar de diferente manera. Por ello, es
importante llevar a cabo ensayos de supervivencia con
diferentes especies y cepas de probiodticos. Lo conveniente es
realizarlos en la matriz que se pretenda utilizar para desarrollar
un nuevo alimento (Sanders & Marco, 2010). La temperatura
de almacenamiento, la actividad de agua del alimento y el
tipo de empaque, también influyen en la supervivencia del
probidtico y son factores que por lo tanto, deben contemplarse
durante el desarrollo del alimento (Tripathi & Giri, 2014).

Supervivencia de probiéticos en jugos de frutas y
vegetales

Existe gran interés en el desarrollo de jugos de frutas y
hortalizas funcionales, que contengan probidticos. La
principal razén es la gran aceptacidon que tiene este tipo de
alimentos en poblaciones de todas las edades. Ademas,
las frutas y vegetales contienen carbohidratos que pueden
ser utilizados por el microorganismo para su crecimiento.
También, antioxidantes, vitaminas y minerales, que mejoran
la nutricion del consumidor (Rivera-Espinoza & Gallardo-
Navarro, 2010). Se pueden utilizar dos estrategias: a) la
adicion directa de probidticos sin fermentar al jugo y b) la
fermentacion del jugo con los probidticos.

En la Tabla III se presentan algunos de los jugos con
probidticos que ya se encuentran en el mercado. El proceso
industrial de jugos no fermentados y fermentados es muy
similar. Comprende la produccion del jugo por las técnicas
tradicionales (lavado, prensado, filtracion), el llenado en
envases estériles, seguido de un proceso de pasteurizacion y
la posterior adiciéon de los probidticos. Si el jugo no se va
a fermentar, se refrigera hasta su consumo. Si se pretende
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Tabla III. Jugos comerciales que contienen probiéticos.

Bebida

Compaiiia

Probiético

Jugos de fruta organicos combinacion 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 8§700:2

Jugos fermentados de coco-mango, naranja-
zanahoria, kiwi-manzana

Good Morning, Crystal Lily Industry
LTD. China

L. paracasei y
L. thermophilus

Jugos de ciruela, uva y naranja

Melee probiotics, Malee Enterprise
Company Ltd., Tailandia

L. paracasei

Jugos de frutas y vegetales

Welo Probiotic

B. coagulans

Canada

Adaptada de Ranadheera, Baines & Adams (2010).

fermentar se sube y controla la temperatura para promover
la fermentacion y una vez concluida ésta, el producto se
refrigera (Ranadheera, Vidanarachchi, Rocha, Cruz & Ajlouni,
2017). Un campo de exploracion importante para jugos de
origen vegetal, es la obtencion de productos parcialmente
fermentados, que han tenido mucho éxito en el caso de
productos lacteos (Ranadheera, Vidanarachchi, Rocha Cruz,
& Ajlouni, 2017).

Supervivencia en jugos sin fermentar

En lo que se refiere a los jugos sin fermentar, las frutas
y vegetales han sido fuente de aislamiento de numerosas
bacterias lacticas del género Lactobacillus, que pudieran
afladirse al jugo. Destacan L. brevis, L. delbrueckii y L.
plantarum. Sin embargo, el reto tecnologico es alto, debido
a los bajos valores de pH en el medio y a la presencia
de oxigeno en la matriz. Estos factores imposibilitan el
crecimiento de una gran parte de las especies del género
Bifidobacterium (estrictamente anaerobias) y limitan el
crecimiento del género Lactobacillus. El pH de la mayoria
de los jugos de fruta se encuentra entre 2.5 a 3.7. Esto puede
afectar considerablemente a la viabilidad de los lactobacilos.
Por ejemplo, el jugo de pifia y el de kiwi, disminuyen el
crecimiento de L. acidophilus, mientras que el de fresa, inhibe
a L. casei (Vinderola, Mocchiutti & Reinheimer, 2002).
No obstante, L. plantarum, L. delbrueckii y L. casei crecen
adecuadamente en jugo de durazno inmediatamente después
de su procesamiento. Sin embargo, después de almacenar los
jugos durante cuatro semanas a 4 °C, las poblaciones de L.
plantarum y L. delbrueckii disminuyen 2 y 3 log UFC/mL,
respectivamente, mientras que L. casei, no sobrevive (Pakbin,
Razavi, Mahmoudi & Gajarbeygi, 2014). En general, el efecto

depende de la composicion de la matriz y la especie y cepa
especificos, por lo que deben elegirse especies resistentes a
pH bajos (Neffe-Skocinska, Rzepkowska, Szydlowska &
Kotozyn-Krajewska, 2018).

Algunos investigadores proponen mezclar las frutas con
leche para que las proteinas de esta tlltima, ejerzan su efecto
amortiguador. Otra alternativa es microencapsular a las
bacterias, para protegerlas del ambiente acido. Sin embargo,
en este ultimo caso, el tamaio de particula sera crucial (40- 100
um) tanto para no afectar la viabilidad del microorganismo,
como para no proporcionar un efecto “arenoso” (Champagne,
Ross, Saarela, Hansen & Charalampopoulos,2011). Engeneral,
los probidticos encapsulados adicionados a jugos de frutas,
conservan mejor su viabilidad durante el almacenamiento en
refrigeracion, en comparacion con aquellos que se adicionan
libres (Neffe-Skocinska, Rzepkowska, Szydlowska &
Kotozyn-Krajewska, 2018).

Otra alternativa para proteger a los probidticos del
ambiente adverso de los jugos, es la adicion de prebiodticos
o fibras solubles, como la inulina y sus hidrolizados
(fructooligosacaridos, FOS). La adicion de FOS a jugo
clarificado de manzana, coadyuvo a conservar la viabilidad
de L. paracasei subespecie paracasei durante 28 dias en
refrigeracion (Pimentel, Madrona, Garcia & Prudencio,
2015). En contraste, da Costa et al. (2017), no encontraron
un efecto protector de los FOS (20 g/L) cuando esta misma
especie fue inoculada en jugo de naranja (pH mas bajo). Los
prebiodticos estimulan selectivamente el crecimiento de los
probidticos, permitiendo que se sigan reproduciendo durante
el almacenamiento del alimento. El término sin-bidtico se
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utiliza cuando probidticos y prebiodticos son adicionados al
mismo tiempo en el alimento. Algunos autores recomiendan
encapsular la combinacion probiodtico-prebidtico (sin-
bidticos), para mejorar la supervivencia de los probidticos en
los jugos (Burgain, Gaiani, Linder & Scher, 2011).

Supervivencia en jugos fermentados

La supervivencia de los probidticos en los jugos
fermentados depende principalmente de la temperatura de
fermentacion. Otros factores que pueden influir son el tipo de
microorganismo y de fruta o vegetal utilizado (Ranadheera,
Vidanarachchi, Rocha, Cruz & Ajlouni, 2017). En general, los
probidticos permanecen estables después de la fermentacion.
Es decir, la supervivencia, a temperaturas de refrigeracion, se
mantiene a niveles adecuados para ejercer un efecto benéfico
(Ranadheera, Vidanarachchi, Rocha, Cruz & Ajlouni, 2017).
Por ejemplo, Sheehan, Ross & Fitzgerald, (2007) inocularon
L. casei, L. rhamnosus, y L. paracasei en jugos de naranja
y pifia. Después de 12 semanas de almacenamiento en
refrigeracion (4-6 °C), observaron supervivencia en el orden
de 107 UFC/mL. También se han realizado investigaciones
para afiadir probidticos a jugos de zanahoria, col, tomate,
frutas tropicales de diferentes paises y pepino, con buenos
niveles de supervivencia (Granato, Branco, Nazzaro, Cruz
& Faria, 2010; Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010).
Mauro, Guergoletto & Garcia, (2016) fermentaron jugo de
zanahoria y blueberry (pH < 4.0) inoculandolo con L. reuteri
LR92; en donde las cuentas del probidtico permanecieron
en concentraciones de 102 UFC/mL, después de 28 dias en
refrigeracion.

La fermentacion de jugos con probiodticos puede producir
metabolitos que afectan el aroma, el sabor, la textura y la
viscosidad del alimento. En Europa se realizd6 un estudio
con panelistas entrenados para evaluar las caracteristicas
sensoriales de jugos de naranja conteniendo Lactobacillus
rhamnosus GG. Los jueces detectaron sabores y aromas “a
leche”, “a medicina”, “artificiales” y “a tierra” (Luckow &
Delahunty, 2004). Por tanto, es necesario realizar estudios
sensoriales de los prototipos de jugos fermentados con

probioticos, antes de lanzarlos al mercado.

Otra alternativa son los purés de frutas o verduras fermentados
por probidticos. Tsen, Lin & King (2004), desarrollaron purés
de platano fermentados por L. acidophilus inmovilizado
en carrageninas en presencia de fructanos. Estos ultimos
mejoraron la eficiencia de fermentaciéon y promovieron que
las cuentas del probidtico se mantuvieran en el orden de 103
UFC/g. Por su parte, Leuconostoc mesenteroides mantuvo
cuentas de 10° UFC/ g después de 14 dias de almacenamiento,
al ser afiadido a puré de pera coreana (Kim, Chae & In, 2010).
La incorporacion de L. plantarum 33 también resulto exitosa
en pastas de aceituna (Alves et al., 2015).

Se ha observado que después de la fermentacion, la viabilidad

de los probioticos tiende a estabilizarse. Sin embargo, para
protegerlos durante el proceso, también se aplican estrategias
como la adicion de prebioticos y el encapsulamiento
(Ranadheera, Vidanarachchi, Rocha, Cruz & Ajlouni, 2017).
Otra alternativa es utilizar especies reconocidas como seguras,
que al esporular, se auto protegen de las condiciones adversas
como B. coagulans Bc30.

Bebidas elaboradas con soya, cereales y similares
Existe una gran cantidad de bebidas fermentadas tradicionales
elaboradas ancestralmente a partir de soya, cereales y
similares. Estas, se originaron en diferentes lugares del
mundo y siguen consumiéndose en la actualidad. Por ejemplo,
bebidas de soya originarias del continente asiatico. También,
bebidas a base de avena, arroz, trigo, malta, cebada y otros
cereales, que se consumen en paises europeos y africanos.
En Meéxico y Latinoamérica destacan aquellas elaboradas
a partir de la fermentacion del maiz, como el pozol y otras,
derivadas de la fermentacion del maguey, como el pulque. A
partir de este siglo ha aumentado el interés por identificar los
consorcios microbianos que fermentan a estas bebidas y la
busqueda de especies con potencial probiodtico (Lebaka, Wee,
Narala & Joshi, 2018). En general, se sabe que predominan
especies de levaduras (Saccharomyces y no-Saccharomyces),
y de bacterias del género Lactobacillus (Ben Omar & Ampe,
2000). En el caso del pulque, la presencia de Lactobacillus
acidophilus 'y Leuconostoc mesenteroides, es importante
para la fermentacion (Escalante et al., 2008), lo mismo
que L. plantarum, L. fermentum, L. casei, L. delbrueckii y
Bifidobacterium minimum, para el pozol (Ben Omar & Ampe,
2000).

Para poder comercializar estas bebidas ancestrales como
vehiculos para probidticos, se requieren estudios mas
profundos (Foligné, Daniel & Pot, 2013). En el inter, se estan
haciendo investigaciones para desarrollar nuevas bebidas, e
innovar en este campo. La malta resulta uno de los mejores
sustratos para el crecimiento de probidticos en productos no
fermentados, mientras que la cebada permite el crecimiento
de L. plantarum, L reuteri y L. acidophilus en bebidas con
un pH < 3.0 (Charalampopoulos, Pandiella & Webb, 2003).
Estos mismos probidticos mantuvieron cuentas de 108 UFC/
mL en bebidas fermentadas a base de cebada, malta o avena,
cuando el pH final se mantiene entre 3.3 y 3.7. Sin embargo,
la aceptacion por el consumidor es mejor, entre mayor sea el
pH de la bebida y mas acetaldehido se produzca durante la
fermentacion (Salmeron, Thomas & Pandiella, 2015).

La ventaja de la fermentacion es ayudar a que sea mejor
digerido el cereal, ademas de que durante el proceso se
sintetizan metabolitos con potencial bioactivo (p.e, acidos
grasos de cadena corta). Por otro lado, es importante evaluar
la aceptacion del consumidor cuando se usan cultivos mixtos,
ya que las cuentas microbianas de las diferentes poblaciones
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pueden mantenerse viables. Sin embargo, los metabolitos
producidos son diferentes que cuando se usan mezclas
individuales. Por ejemplo Rathore, Salmeron & Pandiella,
(2012) observaron que la produccion de acido lactico fue
menor al inocular mezclas de L. acidophilus 'y L. plantarum, en
bebidas elaboradas con diferentes cereales, comparada con la
produccion de este acido, cuando se inoculd individualmente
a los probidticos. No obstante, la supervivencia de los
microorganismos fue similar, en ambas condiciones.

Algunos desarrollos interesantes contemplan la preparacion
de bebidas sin-bidticas a base de prebidticos (inulina o
fructooligosacaridos) y probioticos, utilizando mezclas
de cereales. Por ejemplo, Bianchi, Rossi, Gomes & Sivier
(2015) prepararon bebidas de soya y quinoa inoculadas con
L. casei LC-1 conteniendo fructooligosacaridos. Las cuentas
microbianas del probidtico permanecieron en 103 UFC/mL
durante 28 dias. Sin embargo, a medida que aumento el tiempo
de almacenamiento, se observé un aumento en la viscosidad
de las bebidas. Este, fue proporcional al contenido de quinoa,
factor que posiblemente influyo en la aceptacion del producto,
ya que el mas aceptado fue el que contenia menos quinoa
(70% soya, 30% quinoa).

Actualmente, la compaiiia japonesa Grain-Drops comercializa
con éxito bebidas probiodticas a base de una mezcla de cereales
(arroz, avena, quinoa, amaranto), inulina y cultivos de B.
bifidum, L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus,
B. lactis y S. thermophilus con sabor natural blue berry y
mango-jengibre.

En general, la supervivencia de los probidticos en productos
fermentados es mayor cuando la fermentacion se lleva a
cabo de 37 a 43 °C. Ademas, depende de la resistencia del
probiodtico a los metabolitos que se generan, principalmente
acido lactico y al oxigeno producido durante el proceso. Por
tanto, deben usarse especies resistentes al acido y al oxigeno
(Salmeron, Thomas & Pandiella, 2015).

SUPERVIVENCIA DE PROBIOTICOS EN OTROS
PRODUCTOS DE ORIGEN VEGETAL

Productos en polvo

El interés por utilizar a los productos vegetales como vehiculo
de probiodticos se extiende al desarrollo de polvos para la
preparacion de bebidas. Entre sus ventajas se encuentran la de
ocupar menor espacio al envasarse, tener una vida de anaquel
mas larga y una actividad de agua (Aw), mas propicia para la
sobrevivencia de los probioticos (Burgain, Gaiani, Linder &
Scher, 2011). Borges et al. (2016) estudiaron el efecto del calor
sobre la viabilidad de L. plantarum 299v, en la produccion
de polvos deshidratados a partir de fresa platano y manzana.
Probaron dos metodologias; primero dejaron que el probidtico
se adhiriera a los frutos y posteriormente los secaron por
conveccion con aire caliente en un secador de charolas (40°C;

1.5 m/s; 24-48 h), posteriormente molieron los frutos secos y
los almacenaron (4 °C y T ambiente), durante tres meses. El
segundo proceso, que fue el mas efectivo; consistioé en secar
los frutos como ya se describid y secar una suspension del
microorganismo por aspersion (75 °C, entrada, 200 °C, salida),
para después adicionarlo a los polvos de fruta. La supervivencia
de la bacteria al utilizar el primer método, dependi6 del tipo de
fruta y de la temperatura de almacenamiento, siendo mayor
en los polvos de fresa y en los polvos almacenados a 4 °C.
En contraste, L. plantarum 299v presentd cuentas de 108-
10° UFC/g al ser incorporado por el segundo método a los
polvos de frutas, presentando una mayor estabilidad durante el
almacenamiento a temperatura ambiente.

Estos resultados confirman el cuidado que hay que tener
durante la planeacion del proceso de incorporacion del
probiotico. Ademas del tipo, temperatura y tiempo de secado,
debe considerarse el método para afiadir el probiodtico en
el alimento, que garantice menores pérdidas. Por ejemplo,
embeber la fruta con la suspension de la bacteria puede causar
pérdida del microorganismo, ya que parte de la suspension
queda en las charolas. En cambio, la pérdida puede ser
menor, al mezclar el polvo de fruta, con el microorganismo
previamente deshidratado. Al deshidratarlo, hay que
considerar la mejor estrategia para protegerlo del calor. Entre
estas se encuentran: a) afladir s6lidos de leche desgrasada o de
proteinas de suero lacteo, b) afiadir carbohidratos complejos
como inulina, quitosano, carbohidratos de maiz, almidones
resistentes o B-glucanos y c¢) encapsular al microorganismo
con diferentes matrices comestibles como pectina, alginatos,
proteinas de diferentes origenes, etc. (Fu, Huang, Xiao &
Chen, 2018).

Frutas y vegetales impregnadas con probioticos
Como se indicd con anterioridad, la supervivencia de los
probidticos esta relacionada con el tipo de matriz alimentaria
que quiera utilizarse como vehiculo y con la especie y cepa
de microorganismo a utilizar. Por tanto, deben realizarse
estudios para cada microorganismo especifico y cada matriz
alimentaria que se pretenda usar como vehiculo. Un factor
importante es el grado de maduracion del fruto o vegetal, el
cual tendra que ser uniforme (Rascon et al., 2018).

El enriquecimiento de frutas y vegetales con probidticos, se
consigue sumergiendo el producto de interés durante 2-10 min
en: a) jugo de la misma fruta, b) soluciones amortiguadoras
o ¢) soluciones isotdnicas, conteniendo altas concentraciones
(10°-10" UFC/mL) del probidtico de eleccion (Russo et
al., 2014). La impregnacion resulta mas efectiva cuando el
alimento se corta en cubos, rodajas o rebanadas debido a que
aumenta el area de exposicion (Betoret ef al., 2003). Una vez
impregnado, el fruto puede envasarse fresco (minimamente
procesado) o deshidratarse, a fin de disminuir la Aw del
alimento. Russo et al. (2014) impregnaron rodajas de pifia
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fresca con L. plantarum o L. fermentum contenidos en
amortiguador de citrato de sodio-acido citrico (pH 3.8). Las
rodajas se conservaron en refrigeracion (8 dias, 5 °C), como
producto minimamente procesado, presentando cuentas finales
entre 2 x10°y 2 x107 UFC/g. Betoret et al. (2003) impregnaron
cilindros de manzana (40 x 18 mm) con jugo de la misma fruta
conteniendo 10° UFC/mL de L. casei. Las frutas impregnadas
contuvieron 107 UFC/g. Posteriormente las deshidrataron por
conveccion en aire caliente (40 °C, 4 m/s, 0.037 kg agua/
kg materia seca). La sobrevivencia del probidtico dependiod
del tiempo y temperatura de almacenamiento, presentando
cuentas finales de 6.28 x 10° UFC/g, después de rehidratar
el fruto.

Una manera de mejorar la cantidad de microorganismos
impregnados es aplicar pulsos de vacio durante la inmersion
del alimento. Ademas, para mejorar la supervivencia,
deshidratar por liofilizacidon, en vez de con aire caliente
(Betoret et al., 2003; Rascon et al., 2018). Otra metodologia
que gana interés en la impregnacion de probioticos es la
deshidratacion osmotica. Consiste en sumergir al alimento
en una solucion hipertonica que contiene al microorganismo.
El agua migra del alimento a la solucion deshidratandolo
parcialmente y los solutos, incluidos los probioticos, migran
hacia el alimento (Rascon et al., 2018). El proceso ha
resultado exitoso en platano impregnado con L. rhamnosus
conservando niveles de 10 7 UFC/g (Huerta Vera et al., 2017).
Sin embargo, una de las etapas criticas es el almacenamiento
del alimento, donde se observa una pérdida considerable
de la viabilidad de los probioticos. Por tanto, es importante
determinar la actividad de agua mas adecuada para garantizar
la supervivencia del microorganismo. Utilizando soluciones
hipertonicas de sacarosa de 50% p/p, Rascon et al. (2018),
impregnaron L. rhamnosus en rodajas de platano por
deshidratacion osmotica, para posteriormente liofilizarlas. La
cinética de supervivencia del microorganismo, demostr6 que
su viabilidad disminuye significativamente, cuando la Aw
supera valores de 0.327. Lo anterior nos indica la importancia
de realizar este tipo de cinéticas durante el desarrollo del
producto y la de protegerlo contra la humedad, durante su
almacenamiento.

Cereales y productos de panaderia

El aumento en el consumo de granos enteros es una
buena oportunidad para utilizarlos como vehiculos para
probidticos, debido a su contenido de carbohidratos
complejos, antioxidantes, fitoquimicos y otros compuestos
bioactivos (Rivera-Espinoza & Gallardo-Navarro, 2010).
Los carbohidratos complejos (arabinoxilanos,  glucanos,
fructanos, almidones resistentes) sirven de fuente de carbono
a los probidticos, aumentando con ello, sus posibilidades de
supervivencia (Kolacek et al., 2017). Como ya se indico, estos
granos pueden fermentarse con probidticos para producir
bebidas.

Otra posibilidad es incorporar los probioticos en cereales
para desayuno, barras de cereales, galletas y pan. Existen
diferentes cereales comerciales en los mercados europeos y
estadounidenses, que contienen probioticos. Por ejemplo, las
compaiiias Nestlé®, Gerber® y Happy Baby® comercializan
cereales de avena conteniendo Bifidobacterium lactis.
Kellogg's® tiene a la venta una variedad de su cereal
Special K®, que también contiene probioticos, incorporados
en piezas de yogurt. Otros productos que contienen
probidticos son Weetaflakes®, cereal de trigo entero que se
comercializa en Francia; Muesli®, mezcla de cereales que se
comercializa en Portugal y las barras de cereales Goodness®
y CornyActiv®que se venden en Gran Bretafia y Alemania,
respectivamente. Algunos de estos productos indican una
vida de anaquel entre los 6 y 12 meses. Seria interesante
determinar la viabilidad de los probioticos durante este
tiempo. El control de la Aw y la temperatura (en el caso
de los cereales que requieren calentamiento), seran los
principales factores que afecten la supervivencia (Martins
et al., 2013). El microencapsulamiento y la inmovilizacion
en carbohidratos complejos son dos de las estrategias que
se utilizan para preservar la viabilidad de los probioticos
anadidos a estos productos (Burgain, Gaiani, Linder &
Scher, 2011).

La incorporacion de probidticos en pan y otros productos
horneados (pizzas, muffins, galletas, pastelillos) resulta de gran
interés debido a que son alimentos econémicos, consumidos
por las poblaciones de todo el mundo. Sin embargo, representa
un reto tecnoldgico debido a las temperaturas de cocimiento
y a la pérdida de viabilidad que ocurre al almacenar estos
productos a temperatura ambiente. El encapsulamiento de
Lactobacillus acidophilus en almidén, conservo cuentas de 108
UFC/pan (30- 60 % de sobrevivencia) después de la coccion
a 180 °C durante 16 min. (Altamirano-Fortoul, Moreno-
Terrazas, Quezada-Gallo & Rosell, 2012). Sin embargo,
el tamafo de las capsulas puede afectar las caracteristicas
sensoriales del producto, impartiendo una textura granulosa.
Otro problema es que las particulas cambian la consistencia
de la costra del pan y su color caracteristico (Soukoulis,
Yonekura, Gan, Behboudi-Jobbehdar, Parmenter & Fisk,
2014a). Una alternativa innovadora es la inmovilizacion de
los probioticos en peliculas o recubrimientos comestibles,
otra, la impresion en tercera dimension (3D) (Zhang, Lou &
Schutyser, 2018).

Recubrimientos comestibles

Las peliculas o recubrimientos comestibles son capas
delgadas elaboradas a partir de ingredientes grado alimenticio
que recubren a un alimento, creando una barrera con el medio
ambiente que lo rodea. Se han utilizado principalmente para
aumentar la vida de anaquel de productos frescos minimamente
procesados o para incorporar bioactivos que sean liberados
controladamente en los alimentos (Pavli, Argyri, Nychas,
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Tassou & Chorianopoulos, 2018). Entre las ventajas de estos
recubrimientos se encuentran las de servir como barrera que
controla la transferencia de humedad, y protege contra la
oxidacion de lipidos. Ademas, se ha observado que confieren
termorresistencia a los microorganismos que se inmovilizan
en ellas (Soukoulis, Yonekura, Gan, Behboudi-Jobbehdar,
Parmenter & Fisk, 2014a). Es por ello que actualmente se
estudian como vehiculos de probidticos en productos de
panaderia. Estos recubrimientos se dividen en tres grupos
de acuerdo a su composicion: a) hidrocoloides compuestos
por proteinas o carbohidratos, b) lipidos, constituidos por
acilgliceroles, acidos grasos o ceras y c¢) compuestos, que
son una combinaciéon de los dos primeros. Cuando se usan
hidrocoloides es conveniente afiadir un plastificante para
impartir flexibilidad al recubrimiento. Los plastificantes mas
utilizados son, manitol, glicerol, polietilenglicol y sacarosa,
aunque también pueden utilizarse monoglicéridos, acidos
grasos y fructooligosacaridos (Romano, Tavera-Quiroz,
Bertola, Mobili, Pinotti & Gomez-Zavaglia, 2014; Pavli,
Argyri, Nychas, Tassou & Chorianopoulos, 2018).

Las primeras peliculas que contuvieron probidticos (B. lactis
B12) fueron desarrolladas a partir de gelanos o de alginatos,
para recubrir trozos de papaya o de manzana. En el caso de
las frutas recubiertas con gelanos, las cuentas microbianas
permanecieron en 109 UFC/g durante 10 dias, en condiciones de
refrigeracion (Rojas-Grau, Soliva- Fortuny & Martin-Belloso,
2009). Otros estudios fueron exitosos al aplicar recubrimientos
de gelatina conteniendo B. bifidum a la superficie a diferentes
tipos de pescado (Lopez de Lacey, Lopez-Caballero, Gomez-
Estaca, Gomez-Guillén & Montero, 2012).

Los estudios en productos de panaderia son mas escasos.
Soukoulis, Behboudi-Jobbehdar, Yonekura, Parmenter & Fisk
(2014b) recubrieron L. rhamnosus GG con alginato de sodio
o con una mezcla de alginato de sodio y proteinas de suero
lacteo. Los recubrimientos fueron aplicados a la superficie
de panes cocidos, afiadiendo un proceso de secado a 60 °C
durante 10 min, para promover la formacion de la pelicula, la
cual no afecto el sabor, la textura, ni la apariencia de la costra
del pan. La supervivencia fue mayor en presencia de proteinas
de suero lacteos. Los resultados indicaron que una rebanada
de 30-40 g de pan contenia hasta 6 x 10° UFC viables y una
reduccion de 1 a 2 ciclos logaritmicos, después de simular
condiciones gastrointestinales. Sin embargo, las cuentas
viables disminuyeron a 10* UFC después del primer dia de
almacenamiento a temperatura ambiente. Este mismo grupo
de investigadores probd diferentes tipos de recubrimientos
con base en polisacaridos, a fin de mejorar la supervivencia
durante la vida de anaquel del alimento (25 dias) a 4 y
25 °C. La sobrevivencia en orden decreciente fue la siguiente:
recubrimientos de k carragenina-locus bean > alginato de alta
viscosidad > gelatina> alginato de baja viscosidad = pectina de
bajo metoxilo. La adicion de proteinas de suero lacteo mejord

la sobrevivencia de 1.8 a 6.5 veces a4 °C y de 1.6 a 4.3 veces
a 25 °C. La presencia de las proteinas de la leche mejord la
adhesion y el recubrimiento de las bacterias, reduciendo el
dafio osmético (Soukoulis, Singh, Macnaughtan, Parmenter
& Fisk , 2016).

El uso de peliculas o recubrimientos comestibles es una
estrategia prometedora para desarrollar nuevos productos
y preservar la viabilidad de los probidticos, aumentando su
capacidad de dispersion en el alimento. Ademas, preserva
la capacidad de los probiodticos de producir bacteriocinas,
inhibiendo el crecimiento de patdogenos importantes como
Listeria monocytogenes y permite la incorporacion de otros
bioactivos, con el fin de aumentar el efecto benéfico que el
consumo del alimento al que se incorporan, puede producir
en la salud (Pavli, Argyri, Nychas, Tassou & Chorianopoulos,
2018). Sin embargo, atn se requieren estudios para encontrar
las condiciones mas adecuadas para preservar la viabilidad
del probiotico durante la vida de anaquel del alimento.

Impresion en tercera dimension

Una innovacién mas reciente para incorporar probioticos a los
productos de panaderia es la impresion en 3D (Zhang, Lou &
Schutyser, 2018). La sobrevivencia de los probiodticos durante
la coccion depende de la temperatura y tiempo utilizados y
del contenido acuoso de la masa, encontrandose que los
probioticos resisten mejor la temperatura cuando la humedad
de la masa es menor (Zhang, Taal, Boom, Chen, & Schutyser,
2018). Se plantea la hipdtesis de que si hay un aumento en
la relacion superficie/volumen del producto panadero, la
deshidratacion del alimento sera mucho mas rapida durante
la coccion y por tanto, habra una mayor sobrevivencia del
probiotico incorporado (Zhang, Lou & Schutyser, 2018). Este
aumento en la relacion superficie/volumen puede lograrse
mediante impresion 3D.

Zhang, Lou & Schutyser (2018) estudiaron multiples
formulaciones de masas para panaderia combinando tipos
de harina, relacion harina/agua y adicion de aditivos.
Ademas, probando diferentes condiciones de impresion
(imagen-forma, tipo de aguja para extruir la pasta, tamafio
de figura impresa), para incorporar Lactobacillus plantarum
WCFS1 (10° UFC/g) a masas de panaderia. Estas masas se
imprimieron por extrusion y cocieron a diferentes tiempos
y temperaturas, establecidos con base en alcanzar 98 %
de la gelatinizacion del almidon en la masa. Las mejores
caracteristicas reologicas se obtuvieron al utilizar harinas con
bajo contenido de proteina (7.2 %), un didmetro de aguja de
extrusion de 1.2 mm y afiadiendo 3% de caseinato de sodio
como aditivo para mejorar la red establecida por el gluten.
Después de una coccion de 8 min a 145 °C 0 4 min a 175 °C
0 205 °C, la viabilidad del L. plantarum WCFS1 disminuy¢ 4
log, observandose cuentas de 10° UFC/g independientemente
del tratamiento utilizado.
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A pesar de que estas cuentas estan por debajo de las
concentraciones recomendadas, la impresion 3D es una
alternativa prometedora para utilizar productos de panificacion
como vehiculo de probidticos. Entre las alternativas
propuestas para mejorar la supervivencia de los probioticos en
impresiones 3D se encuentran: a) inmovilizar o encapsular los
probidticos en diferentes matrices antes de incorporarlos a la
masa, b) buscar una estructura de impresion con mayor area de
exposicion superficie/volumen y ¢) combinar otras tecnologias
como las microondas para reducir el tiempo de coccion.

CONCLUSIONES

El uso de matrices no lacteas como vehiculo de probioticos
es un campo prometedor para la industria alimentaria que
puede beneficiar tanto al consumidor comun, como a grupos
especificos que presentan alergias a la leche o prefieren un
consumo vegano. Otras poblaciones importantes pueden ser
los nifios y ancianos. Sin embargo, hace falta investigacion
en diversos campos, para desarrollar productos exitosos,
tanto en su aceptacion como en su funcionalidad, entendiendo
ésta como la promocion de un efecto benéfico en la salud.
Es necesario entender mejor los cambios fisiologicos de los
probidticos sometidos a diferentes condiciones de estrés
asociados con matrices de origen vegetal; como responden
(sensorial tecnoldgica y funcionalmente) y si sobreviven los
probidticos en una o en la combinacion de varias matrices
de origen vegetal. También es importante mejorar el
conocimiento sobre los materiales y tecnologias mas adecuadas
(p.e microencapsulamiento, inmovilizacion en cubiertas
comestibles, impresion 3D) para proteger a los probidticos y
realizar estudios de calidad que garanticen la estabilidad del
probiotico durante su vida de anaquel y su efecto benéfico en
la salud, sin olvidar la imperiosa necesidad de contar con una
legislacion apropiada para su uso en alimentos. La atencion a
la resolucion de estas necesidades contribuira positivamente
al éxito de los alimentos probidticos no lacteos, un campo
muy atractivo tanto para la industria alimentaria, como para el
consumidor con necesidades especiales o de aquel que busca
alternativas saludables para su alimentacion.
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