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RESUMEN

Desde hace un tiempo se estan utilizando frutas 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
intolerantes, alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion negativa del contenido de colesterol en leche). En Argentina se ha
publicado muy poco sobre la factibilidad del empleo de frutas finas para vehiculizar microorganismos probiéticos, lo que le sumaria
importantes propiedades por sobre las que ya poseen naturalmente. El objetivo del presente trabajo fue determinar el potencial de una
cepa probidtica de Lactobacillus plantarum para fermentar pulpa de frambuesa y la factibilidad de poder formular un alimento
funcional con la misma.

Se utiliz6 pulpa de frambuesa, de frutas cosechadas en El Bolson, Patagonia Argentina. Los estudios se realizaron con la cepa L.
plantarum 998 control (C) y la cepa L. plantarum 998 preadaptada (P). Las experiencias de fermentacion se realizaron en 100 g de
pulpa estéril, inoculada al 2% con el cultivo de L. plantarum 998 C y 998 P, e incubadas a 37 °C por 24 horas. Se realizaron recuentos
de células viables al tiempo 0 y 24 horas. Se evalu6 la viabilidad de la cepa L. plantarum 998 C y 998 P a 4 °C durante tres semanas,
realizando recuentos de células viables a los 7, 14 y 21 dias. La simulacién gastrointestinal in vitro se realizé a los tiempos 0, 24 horas
y 7, 14 dias. Los resultados obtenidos mostraron que las cepas no utilizaron la pulpa de frambuesa para su crecimiento, pero se
mantuvieron a las 24 horas de fermentacion en 6rdenes superiores a 6 log UFC/ml. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los resultados entre la cepa L. plantarum 998 Control y la Preadaptada. En el almacenamiento a 4 °C, las cepas se
mantuvieron en valores superiores a 6 UFC/ml hasta los 7 dias, luego los valores disminuyeron significativamente. Los valores
obtenidos al finalizar la simulacion gastrointestinal in vitro luego de los 7 dias de almacenamiento a 4 °C, fueron relativamente bajos.
Es necesario realizar estudios in vivo en animales, para obtener la evidencia final que indique si L. plantarum 998 en pulpa de
frambuesa fermentada y almacenada en frio durante 7 dias, puede colonizar el intestino.
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ABSTRACT

In recent years, many studies have explored the usage of fruits as a vehicle for probiotic bacteria. Firstly, as a way to find new
functional foods. Secondly, in order to cope with the needs of non-diary consumers (e.g. vegetarians, lactose intolerants, people with
allergy to cow’s milk, or those consumers who deem milk as a source of cholesterol). In Argentina, there are too few studies
addressing the possibility of using small fruits to transmit probiotic microorganisms and the resulting improvement of its nutritional
properties. In the current study, we evaluate the potential as ferment for raspberry pulp of a probiotic strain of Lactobacillus
plantarum, and the feasibility of formulating a functional food from it. The results reported herein were obtained from experiments
performed on the pulp of raspberries harvested in EI Bolsén (Patagonia Argentina). The strains under study were L. plantarum 998 as
a control (C) and preadapted L. plantarum 998 (P). Fermentations were carried out on sterilized pulp (100 g) inoculated with L.
plantarum 998 C and 998 P cultivars (2%) and kept at 37 °C for 24 h. Viable cell counts were performed at 0 and 24 h. Viability of L.
plantarum 998 C and P was evaluated at 4°C during 3 weeks, with viable cell counts performed at 7, 14 and 21 days. Gastrointestinal
simulations were run at 0, 1, 7 and 14 days. The results show that the strains did not use the raspberry pulp on its growing, but they
stood over 6 log UFC/ml after 24 h fermentation. L. plantarum 998 C and 998 P did not present significant differences. The strains
kept values over 6 log UFC/ml for 7 days under storage at 4 °C, and decreased significantly after that. At the end of the 7 day and 4 °C
in vitro gastrointestinal simulation, values were relatively low. In order to determine if L. plantarum 998 can colonize the
gastrointestinal tract using raspberry pulp fermented under 7 days cooling, further in vivo studies are required.
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INTRODUCCION
En las Gltimas décadas se ha producido un cambio sustancial en la actitud frente a la alimentacién. Los consumidores son conscientes
de la influencia de la dieta en la modulacién del riesgo de desarrollo de enfermedades y de la relacién entre dieta y calidad de vida (1).
Los alimentos funcionales son consumidos como parte de la dieta. Ademas de la funcidn nutritiva bésica, se ha demostrado que
presentan propiedades fisioldgicas o que disminuyen el riesgo de contraer 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
afiadido o eliminado un determinado componente. Deben presentarse como un alimento propiamente dicho y sus efectos deben
observarse cuando el alimento se consume dentro de una dieta equilibrada diaria, es decir, dentro del modelo alimentario habitual (2).
Las frambuesas (Rubus idaeus) pertenecen al grupo de las frutas pequefias (berries), son frutos de reducido tamafio, con coloracion
que va del rojo oscuro al amarillo, sabor agridulce y rapida perecibilidad. Son ricos en vitaminas 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.Las formas
de consumo mas difundidas son en fresco, mermeladas o conservas. Estas frutas poseen naturalmente actividad antioxidante, lo que
les confiere importantes beneficios sobre la salud, pudiendo considerarse como alimento funcional en si mismo o por el agregado de
otras propiedades para ampliar su posible funcionalidad.
Dentro de esta linea, los alimentos probiéticos se definen como un suplemento alimentario con contenido microbiano vivo que
beneficia al huésped mejorando su equilibrio intestinal. Adicionar microorganismos probiéticos a alimentos proporciona beneficios a
la salud, incluyendo la reduccién del nivel de colesterol en suero sanguineo, mejora de la funcion gastrointestinal, el sistema inmune y
reduccion del riesgo de contraer cancer de colon (3).
Ya se han utilizado jugos de fruta como vehiculos de bacterias probiéticas (4, 5), 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 intolerantes,
alérgicos a proteinas lacteas o por la percepcion negativa del contenido de colesterol en leche).
Ningin organismo “elabora” bacterias, es decir no las genera, su incorporacion es siempre externa y solo permanecen temporalmente
en el intestino, por ello se recomienda una ingesta continua de los mismos (6). Existen tres estrategias alimentarias que promueven el
mantenimiento de un equilibrio mas saludable de la microflora intestinal, consistentes en la alteracién beneficiosa de su composicién,
mediante el incremento de las cantidades de bifidobacterias, de lactobacilos o de ambos.
Dentro del género Lactobacillus, Lactobacillus plantarum forma parte del grupo facultativo y heterofermentativo de los lactobacilos.
Es una especie heterogénea y versatil que puede encontrarse en una gran variedad de ambientes incluyendo, lacteos, carne, pescado, y
en muchas fermentaciones vegetales. Ademas, algunas cepas de L. plantarum han demostrado la capacidad de sobrevivir al sistema
digestivo y colonizar parcialmente el tracto gastrointestinal de humanos y otros mamiferos. Se han descubierto varias propiedades
terapéuticas asociadas a L. plantarum, tales como la disminucion de la incidencia de diarrea en los centros de cuidado de nifios,
reduccion en el dolor y la constipacion asociada con el sindrome del colon irritable, disminucidn en la hinchazon, flatulencia,
habilidad de desplazar enteropatdgenos, y capacidad de ejercer un efecto positivo en el sistema inmune de nifios VIH+ (7).
La simulacién gastrointestinal in vitro es necesaria para comprobar la viabilidad y resistencia de los microorganismos probi6ticos a las
condiciones menos favorables del tracto gastrointestinal; por ejemplo, en el estomago el pH es la peor condicién y en el duodeno son
las sales biliares (8). Este ensayo permite obtener una aproximacion de lo que sucedera en la situacién in vivo, sin embargo, debido a
las complejas interacciones que ocurren en el estbmago e intestino, los resultados obtenidos de estudios in vitro pueden diferir de los
obtenidos in vivo, esto fundamentalmente depende del organismo de cada consumidor.
Para poder evaluar la viabilidad y resistencia de microorganismos probiéticos, se han propuesto modelos que simulan las condiciones
del tracto gastrointestinal, los cuales se clasifican en modelo convencional y modelos dinamicos. Estos Gltimos, se diferencian del
primero por ser continuos (9).
El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de la pulpa de frambuesa para ser fermentada y/o constituirse en vehiculo para
cepas probidticas de Lactobacillus plantarum, con el propésito de disefiar posibles alimentos funcionales, para lo cual se plante6:

= Estudiar la viabilidad de L. plantarum 998 durante la fermentacion en pulpa de frambuesa.

= Estudiar la viabilidad de L. plantarum 998 en la pulpa de frambuesa durante el almacenamiento refrigerada a 4 °C durante 3

semanas.
= Estudiar in vitro, mediante ensayos de simulacion gastrointestinal, la viabilidad de L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Se utilizé pulpa de frambuesa var. Tulameen de frutas cosechadas en EIl Bolsén, Patagonia Argentina. Para obtener la pulpa, las
frambuesas congeladas a una temperatura de -20 °C, se sometieron a la accién de un homogeneizador tipo mixer. A continuacion, se
coloc6 100 gramos de la misma en frascos de vidrio de 200 ml. Estos se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos.

Cepas

Se utilizé una cepa probidtica de Lactobacillus plantarum INLAIN 998, cedida por el equipo profesional del Instituto de Lactologia
Industrial (INLAIN), Universidad Nacional del Litoral, CONICET, Santa Fé, Republica Argentina. Las mismas tienen propiedades
probidticas (aumento de defensas intestinales) demostradas en animales en estudios previos (7). Para conservarlas, se colocaron en una
solucion de glicerol al 20% y se almacenaron a -20 °C.
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Reactivacion de las cepas

Control (C): Para reactivar las cepas conservadas, se colocd 100 pL de la suspension de glicerol en 5 ml de caldo MRS (Man, Rogosa
y Sharpe). Se incub6 por 72 horas a 37 °C y se continu6 con repiques Over Night (ON) inoculando 100 pl de la suspension del
microorganismo en 5 ml de MRS nuevo durante 48 horas a 37°C. Luego, se lavd la cepa con buffer fosfato salino de pH 7 (PBS) (10).
A esta cepa se la denominé Lactobacillus plantarum 998 C.

Preadaptada (P): Se realizd una preadaptacion de la cepa L. plantarum 998 en la matriz a estudiar de la siguiente forma: se coloc6 100
ML de la suspension de glicerol en 5 ml de caldo MRS. Se incub6 por 72 horas a 37 °C. Luego se continu6é con repique ON,
inoculando 100 pl de la suspensién del microorganismo en una solucion de 5 ml de caldo MRS con 25% de pulpa de frambuesa
durante 24 horas a 37 °C. Luego de este periodo, se inoculd 100 pl de la suspension anterior en 5 ml de caldo MRS con 50% de pulpa
de frambuesa durante 24 horas a 37°C. Al igual que la cepa control, luego se le hizo un lavado con PBS (10). A esta cepa se la
denomind Lactobacillus plantarum 998 P.

Fermentacién de la pulpa de frambuesa

Las experiencias de fermentacidn se realizaron con las cepas control (C) y preadaptada (P) por triplicado, con 100 g de pulpa estéril de
frambuesa. Las pulpas fueron inoculadas al 2% con los cultivos de L. plantarum 998 C y 998 P, e incubadas a 37 °C en estufa de
cultivo durante 24 horas. Se tomaron muestras de cada pulpa a tiempo: 0 (momento de inoculacion) y 24 horas y se hizo el recuento de
las unidades formadoras de colonia de células viables (UFC) a través del método estandar de recuento en placa con medio MRS,
después de 48 horas de incubacion a 37°C. Ademas, se realiz6 simulacion gastrointestinal in vitro segin se describe en el punto 5.
Almacenamiento a 4 °C de la pulpa de frambuesa fermentada

Las pulpas de frambuesa fermentadas con cepas de L. plantarum 998 C y 998 P, fueron almacenadas a temperaturas de refrigeracion
(4 °C) durante tres semanas. Se tomaron muestras a los 7, 14 y 21 dias de almacenamiento en frio y se determind el nimero de
microorganismos viables mediante recuento en placa (segun se detallé en el punto 3) y se realizé simulacién gastrointestinal in vitro
segun se describe en el punto 5, estos ensayos se realizaron por triplicado.

Simulacién gastrointestinal in vitro de la pulpa de frambuesa fermentada

La simulacion gastrointestinal in vitro se realizé en cada pulpa fermentada, frambuesa con L. plantarum 998 C y frambuesa con L.
plantarum 998 P, a tiempo 0, 24 horas de fermentacion y 7 y 14 dias de almacenamiento en frio, por triplicado. Para la determinacion
in vitro de la resistencia de las cepas de L. plantarum 998 C y 998 P, se procedi6 segln Reinheimer (10), realizando una simulacién
del tipo convencional. Se tom6 10 g de pulpa inoculada al 2% con la cepa y se agregé 10 ml de una solucién de saliva con 0,6% de
pepsina (punto A, recuento de viables). Luego, se acidifico a pH 2,5 con HCI se incubé la muestra durante 90 minutos en bafio de agua
termostatizado a 37 °C (punto B, recuento de viables). A continuacion, se tomé 1,4 ml en eppendorf, se centrifugd a 5000 rpm por 5
minutos, se descartd el sobrenadante y se lavo dos veces con PBS. Luego se realizé el shock duodenal de bilis (se resuspendié en 1,4
ml de una solucion de bilis bobina al 1% en PBS) y se incubd en bafio de agua termostatizado a 37 °C por 10 minutos (punto C,
recuento de viables). Se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, se descart6 sobrenadante y se lavo dos veces con PBS. A continuacion,
se resuspendio en 1,4 ml de la solucion de jugo intestinal (bilis al 0,3% mas 0,1% pancreatina en PBS). Se incub6 durante 90 minutos
a 37 °C (punto D, recuento de viables).

Analisis quimicos

Durante la experiencia, se midi6 el pH potenciométricamente a las pulpas de frambuesa con L. plantarum 998 C y L. plantarum 998 P,
a los tiempos: 0, 24 horas, 7 y 14 dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis de los datos obtenidos, se utiliz6 el programa estadistico InfoStat® version 2015. Los resultados fueron
expresados como la Media de las tres réplicas realizadas + Desvio Estandar (DE). Se realiz6 un andlisis ANAVA vy las diferencias
significativas entre grupos fueron determinadas por un Test de Tukey. Estos estudios se realizaron con una significancia del 99%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacién de la pulpa de frambuesa

En la tablal y figura 1, se muestra el avance de la fermentacion de las pulpas de frambuesa con las cepas L. plantarum 998 C y 998 P.
En los resultados obtenidos, se observé que, a las 24 horas de fermentacion, los recuentos de células viables de las cepas L. plantarum
998 C y 998 P disminuyeron desde el momento de la inoculacion en la matriz (tiempo 0), ademas el pH no se modificé en el
transcurso de la misma, demostrando que no utilizaron la pulpa para su crecimiento. Si bien estas cepas son &cido tolerantes, la
disminucion de los recuentos se pudo deber al bajo pH de la matriz estudiada. Se comunico la fuerte influencia del pH sobre la
supervivencia celular en varios productos alimenticios (11). Sin embargo, se encuentran en concentraciones superiores a 1x10°
UFC/ml, concentraciones minimas que son requeridas para que los microorganismos probidticos sobrevivan a las condiciones
adversas del tracto gastrointestinal y alcancen el colon en nimero suficiente. Estudios in vivo e in vitro (12, 13) indicaron que algunas
cepas de Lactobacillus sdlo sobreviven parcialmente al pasaje a través del tracto gastrointestinal y, generalmente, deberia estar
presente una poblacién de bacterias de 10”-10° UFC/ml en los alimentos para colonizar, al menos temporalmente, el intestino (14).

El andlisis de varianza mostré que los resultados sélo se vieron afectados por el factor tiempo, es decir que no influy6 el tipo de cepa
utilizada. El test de Tukey mostro que no hubo diferencias significativas entre los tiempos 0 y 24 horas, para ambas cepas.

En base a los resultados obtenidos, se observd que la preadaptacion de la cepa L. plantarum 998 en la matriz no logré mejorar la
tendencia observada en la fermentacion.
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Tabla 1. Avance de fermentacion (log UFC/ml) de pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

Tiempo (horas) pH L. plantarum 998 C pH L. plantarum 998 P
0 3,00+0,08 7,20+0,37 ? 3,03+0,05 7,30£0,11 2
24 3,00+0,00 6,66+0,31% 2,98+0,02 6,86+0,31 °

Para cada determinacion los valores medios (+DE) que poseen superindices comunes, no difieren significativamente (P>0,01)
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Figura 1: Avance de fermentacion (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

Almacenamiento en frio de la pulpa de frambuesa fermentada

Los microorganismos probioticos son capaces de desarrollar una respuesta al estrés producido por el contacto con medios &cidos. Esta
respuesta protege a los microorganismos de las fuertes condiciones de acidez (15 y 16) y depende fuertemente de la cepa probidtica de
interés (17 y 18). Ademas, un estudio realizado por Champagne y Gardner (19), demostré que L. plantarum se mantiene en altos
valores (10" UFC/ml) durante el almacenamiento en frio (4°C), en un jugo de fruta sin fermentar de pH 4,2, por 80 dias. En la tabla 2
se muestran los resultados obtenidos del seguimiento del almacenamiento en frio de las pulpas de frambuesa fermentadas y los valores
de pH obtenidos. El andlisis de varianza mostré que solo el factor tiempo influyd en los resultados, es decir que estos son
independientes del tipo de cepa utilizada. Se observd que, a los 7 dias no se produjo una disminucion significativa de los recuentos de
L. plantarum 998 C y 998 P respecto a los valores iniciales; los recuentos en este punto se mantuvieron en el orden de 1x10° UFC/ml
(6 log UFC/mI). A los 14 dias, los recuentos de L. plantarum 998 C y L. plantarum 998 P no disminuyeron significativamente con
respecto a los 7 dias de almacenamiento en frio. A los 21 dias, los recuentos disminuyeron significativamente, quedando en el orden
de 3 log UFC/mI (figura 2). Los resultados de tolerancia al almacenamiento en frio obtenidos en el presente estudio, difieren
notablemente de los resultados expuestos por Champagne y Gardner (19). Esto probablemente se debi6 al estrés sufrido por la cepa
durante la fermentacion de la pulpa de frambuesa (24 horas, pH 3, 37°C), previo al tratamiento en frio. Por otro lado, el pH de la pulpa
no varié durante 14 dias de almacenamiento, observandose el mismo comportamiento en el estudio realizado por Champagne y
Gardner (19).
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Tabla 2: Efecto del almacenamiento a 4 °C (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P

pH Recuento pH . pH i )
Rec. Inic. inicial 7 dias 7 dias 14 dias 14 dias 21 dias

L.plantarum 998 C = 3,00+0,00 6,66+0,31% 3,00£0,00 6,13+0,29*% ® 3,00+0,00 5,05+0,42° 3,51+0,64°
L.plantarum 998 P 2,98+0,02 6,86+0,31% 2,98+0,02 6,33+0,58 % b 298+0,02 5,37+0,75° 3,84+0,50 °
Para cada determinacion los valores medios (+DE) que poseen superindices comunes, no difieren significativamente (P>0,01)

Cepas

log UFC/ml
o - N w IS (6, (o)) ~ o]

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)
—@—L. plantarum 998 C —@—L. plantarum 998 P

Figura 2: Efecto del almacenamiento a 4°C (log UFC/ml) en pulpas de frambuesa con las cepas de L. plantarum 998 C y 998P.

Simulacion gastrointestinal in vitro de la pulpa de frambuesa fermentada

En la tabla 3 y la figura 3 se muestran los resultados obtenidos en la simulacién gastrointestinal in vitro. Tanto para L. plantarum 998
C como 998 P, se observd la misma tendencia en los diferentes momentos de la simulacion (puntos A, B, C y D). Luego de la
acidificacion, se produjo una reduccion significativa en el nimero de células viables. Por otro lado, se observd que luego del
tratamiento con shock duodenal y jugo intestinal, no se produjo un descenso significativo en los recuentos, esto concord6 con los
resultados obtenidos por Champagne y Gardner (19), quienes evaluaron la estabilidad de una cepa de L. plantarum a pH 2, el efecto
de enzimas pancredticas y el tratamiento con bilis al 0,3%, en una bebida de frutas.

El analisis de varianza mostré que solo la interaccion entre el tipo de cepa y el tiempo posee significancia, es decir que los resultados
obtenidos no dependen del momento de la simulacion gastrica (A, B, C, D) y, por ende, son validos para todas las combinaciones
tiempo-cepa. Es decir, la tendencia de la disminucidn de los recuentos durante la simulacidn gastrica fue la misma para la cepa L.
plantarum 998 C al tiempo 24 horas que para la cepa L. plantarum 998 P a los 7 dias de almacenamiento en frio.

Tabla 3: Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/ml) de pulpa de frambuesa fermentada con cepa de L. plantarum
998 Cy 998 P

A (post saliva+ B (post acidificacion) C (post shock D (post jugo intestinal)

Tiempo pepsina) duodenal)
998 P 998 C 998 P 998 C 998 P 998 C 998P 998 C
Ohoras  6,93+0,06 6,79+032  6,3240,26 = 5,56%0,39 5,44+0,46 5,34+0,53
(ferm.) al al2 b1 bl,2 6,320,20"* b1,2 6,3020,21"* b1,2
24 horas = 6,43x0,33  6,23+0,28  4,43#0,16 509061  4,24+0,18  507+0,68 = 4,11+0,30 4,88+0,61
(ferm ) ¢34 c23 d3,4 dz23 d3,4 dz2,3 d3,4 dz2,3
7 dias 580+0,73  583x0,22 = 3,88+0,32  4,15+0,40  3,58+0,46 = 4,03x0,36 = 3,38%0,60 3,7240,33
(friO) e4 €34 f4 34 34 3.4 3.4 34
14 dias 4,98+0,70 = 4564052 = 2,88+0,76 = 3,07+0,62 2,70£0,57 2,44+0,60
(frio) o5 95 hs hs 2,33+0,73"% hs 1,91+0,66 ho

Los superindices indicados con letras corresponden a la comparacion entre momentos (A, B, C, D) y los nimeros corresponden a la comparacion de
los tiempos (0, 24 horas, 7 y 14 dias).Para cada determinacion los valores medios (+DE) que poseen superindices comunes, no difieren
significativamente (P>0,01).
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Por otro lado, luego de los 7 dias de almacenamiento en frio, los recuentos de células viables obtenidos posteriores a la simulacion
gastrointestinal (punto D) de L. plantarum 998 C y 998 P, disminuyeron significativamente; lo cual indica que no es factible extender
el almacenamiento en frio, ya que los probioticos deben llegar al intestino grueso en concentraciones lo mas elevadas posible, para
instalarse y realizar su funcién probiética.

Los resultados obtenidos luego de realizar la simulacion gastrointestinal al tiempo cero, fueron similares a los de Champagne y
Gardner (19), quienes partieron con recuentos de células viables de Lactobacillus plantarum del orden de 7 log UFC/ml en una bebida
de frutas de pH 4,2 y luego de la simulacion gastrica in vitro obtuvieron recuentos del orden de 4 log UFC/ml. En el trabajo citado,
también se realizd la simulacion géstrica in vitro, en la misma matriz, a los 35 dias de almacenamiento en frio; partiendo de recuentos
de células viables del orden de 7 log UFC/ml, luego del tratamiento obtuvieron recuentos préximos a 3 log UFC/mI. Estos resultados
son superiores a los obtenidos en el presente estudio, ya que en la simulacion gastrica a los 14 dias de almacenamiento en frio, se
obtuvieron valores proximos a 2 log UFC/m.

Si bien los valores obtenidos fueron relativamente bajos, el estudio in vitro es sélo exploratorio, requiriéndose un estudio in vivo en
animales en el cual se podrd medir la estimulacién inmunoldgica real otorgada por el probiético.
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Figura 3: Ensayo de resistencia gastrointestinal simulada (log UFC/ml) de pulpa de frambuesa fermentada con cepa de L. plantarum
998 C

CONCLUSIONES

- L. plantarum 998 se mantuvo a las 24 horas de fermentacién en valores superiores a 6 log UFC/ml, valor minimo requerido para
un alimento probidtico, aunque no logré fermentar la pulpa de frambuesa, ya que no la utilizé para su crecimiento.

- No hubo diferencias significativas en todos los ensayos realizados con la cepa control y preadaptada, por lo cual no seria
necesario preadaptar la cepa de L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa.

- Enel estudio de almacenamiento en frio de la pulpa de frambuesa, la cepa L. plantarum 998 se mantuvo en valores superiores a 6
log UFC/mI durante 7 dias. Luego de este periodo, los recuentos disminuyeron significativamente, con valores del orden de 3 log
UFC/ml a los 21 dias de almacenamiento en frio.

- En el estudio de resistencia gastrointestinal in vitro, el nimero de células viables de la cepa L. plantarum 998 Control al finalizar
el ensayo (punto D) en pulpa de frambuesa a los 7 dias de almacenamiento en frio, fue de 3,72 log UFC/mI. Este valor es
relativamente bajo. Sin embargo, es necesario realizar estudios in vivo en animales, y de esta forma se obtendra la evidencia final
que indique si L. plantarum 998 en pulpa de frambuesa fermentada y almacenada en frio durante 7 dias, puede colonizar el
intestino y asi ejercer una funcién benéfica en el consumidor.

- En base a los resultados obtenidos, se sugiere estudiar la viabilidad de Lactobacillus plantarum 998 en pulpa de frambuesa,
utilizando una concentracion inicial del microorganismo superior a la aplicada en el presente estudio. Al mismo tiempo, se
recomienda hacer el estudio con la incorporacion de la cepa utilizando la matriz como vehiculo, sin que interactde con la misma
y realizar el seguimiento del almacenamiento en frio (4 °C).
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