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CAMBIOS EN LA RESISTENCIA GASTRICA DE L. casei
EN LECHES FERMENTADAS COMERCIALES
DURANTE LA CONSERVACION EN FRIO

Mario Céspedes, Diamela Mateolli, Pamela Cardenas,
Mariano Lescano, Nora Aimaretti y Gabriel Vinderola*

RESUMEN: La adicién de bacterias probiéticas a leches fermentadas plantea, entre
numerosos desafios tecnoldgicos, la necesidad de mantener la viabilidad celular duran-
te la vida de estante y el transito intestinal. Existe evidencia cientifica reciente que sugie-
re que en ciertos casos, la preservacion de la viabilidad celular en un producto almace-
nado en frio no siempre implica la preservacion de la funcionalidad del probidtico. El
objetivo de este trabajo fue 1) poner a punto un modelo de digestién géstrica para 2)
estudiar la influencia de distintas variedades comerciales de leches fermentadas y de la
temperatura (5°C y 12°C) y el tiempo de almacenamiento, sobre la resistencia a la aci-
dez géstrica (RAG) de L. casei. Se determiné la RAG de una cepa de L. casei incluida
en una leche fermentada comercial por exposicion a solucién de NaCl 0,5% (pH 2,50;
2,70 y 3,00, con HCI) en presencia/ausencia de 0,3% (p/v) de dos pepsinas porcinas,
durante 90 min, con determinaciones periddicas (30 min) de viabilidad celular (recuen-
tos en medio s6lido). En relacion al objetivo 2) se estudié la RAG (at =0, 10 y 20 dias
de almacenamiento a 5°C y 12°C) en dos sabores (natural y frutilla) de dos marcas
comerciales de leches fermentadas adicionadas de L. casei. Se eligid trabajar a pH 2,70,
utilizando pepsina Sigma, debido a que indujo una pérdida de viabilidad celular mode-
rada (entre 1 y 1,5 6rdenes log), lo que podria poner en evidencia, durante el almacena-
miento, cambios en la RAG. La RAG se modificé durante la vida de estante, tanto en
funcién de la temperatura como de la marca comercial y del sabor del producto. En algu-
nos casos, la cepa de L. casei increment6 su RAG (1-2 6rd. log) hacia el final de la vida
de estante (marca 1, sabor natural), lo que podria interpretarse como una induccién de
tolerancia a un factor de estrés (acidez géstrica) por una exposicion prolongada a nive-
les subletales de otro factor de estrés (acidez lactica). Sin embargo, en otros casos, la
RAG se mantuvo a lo largo del almacenamiento refrigerado (marca 2, sabor frutilla) o
incluso, disminuy6 (1-2 érd. log, marca 2, sabor natural). Estos resultados demuestran
que una misma cepa puede modificar su resistencia a las barreras bioldgicas del tracto
digestivo en funcién de la composicioén del producto usado como vehiculo o de la tem-
peratura de conservacién hasta el consumo. En consecuencia, la incidencia de estos
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fendmenos deberia considerarse al momento de definir la funcionalidad de una cepa pro-
bidtica, en relacion a la matriz alimenticia utilizada como vehiculo.

Palabras claves: probidticos - viabilidad - funcionalidad - resistencia gastrica.

ABSTRACT: Changes in gastric resistance of L. casei

The addition of probiotic bacteria to fermented milks implies, among many other
technological challenges, the need of maintaining cell viability throughout the shelf life
of the product and during the gastrointestinal transit. Recent scientific reports suggest
that, in certain cases, the maintenance of cell viability during the refrigerated storage is
not always an indicator of maintenance of effectiveness or functionality of the product
after consumption. The aim of this work was 1) to optimize a model for the in vitro deter-
mination of gastric acid resistance (GAR) to 2) study the influence of different commer-
cial varieties of fermented milks and the storage temperature (5°C y 12°C) on the GAR
of L. casei during the refrigerated storage. The GAR of a strain of L. casei, included in a
commercial fermented milk, was studied by the exposure to a solution of 0.5% NaCl pH
2.50; 2.70 or 3.00 (with HCI) in presence/absence of 0.3% (w/v) of two commercial por-
cine pepsins for 90 min. Cell viability was assessed every 30 min (colony count techni-
que). In relation to the objective 2) the GAR (time = 0, 10 and 20) of refrigerated stora-
ge at 5°C and 12°C) of L. casei was studied in two commercial products (of two different
savours: natural and vanilla). Experiments were carried out in duplicate in two indepen-
dent assays. The condition pH 2.70-pepsin Sigma was chosen for further studied in com-
mercial samples since it induced a lost of cell viability between 1 and 1.5 log orders after
90 min of gastric digestion. The choice was made considering that this mild condition of
digestion might evidence changes in GAR in L. casei during the refrigerated storage of
products. We observed that GAR of L. casei changed during the shelf life, in relation to
the storage temperature as well as the savour and the commercial variety of the product
studied. For example L. casei increased its RAG by day 20 of storage at 12°C in one com-
mercial variety with natural savoir. This result might be explained as an induction of tole-
rance to a stress factor (gastric acidity) by a long-term exposition to sublethal levels of
another stress factor (lactic acid). In other samples, the GAR did not change troughout
refrigerated storage or even, it diminished. These results show that the same strain of a
probiotic bacterium might change its gastric resistance as a function of the physicoche-
mical characteristics of the product used as vehicle or as a function of the storage tempe-
rature. The incidence of these phenomena in cell resistance to gastric digestion should be
further studied and considered at the moment of determining the functionality of a com-
mercial probiotic strain in a particular food matrix.

Key words: probiotics — viability — functionality - gastric resistance.
Introduccion

Los alimentos funcionales son aquellos que ejercen efectos benéficos en el consu-
midor mds alld de la nutricién bésica y debido a la presencia (natural o agregada) de uno o
mas componentes que determinan la funcionalidad (acido félico, 4cido linoleico conjugado,
lactulosa, bacterias probidticas) (Hahn, 2005). En particular, las bacterias probidticas son
microorganismos que poseen efectos benéficos sobre la salud del consumidor cuando son
administrados vivos y en dosis adecuadas (FAO/WHO, 2002). Las cepas de bacterias pro-
bidticas mas utilizadas en alimentos funcionales pertenecen al género Bifidobacterium o a
los grupos L. casei y L. acidophilus (Vinderola y col., 2009a). La utilizacion de bacterias

132 INVENIO 12 (23) 2009: 131-141

o



invenio 23 bacap.gxp:n~18.gxd 26/9/09 15:54 P&agina 1$

Cambios en la resistencia gdstrica de L. casei en leches fermentadas

probidticas en leches fermentadas plantea, entre otras cosas, la necesidad de mantener la via-
bilidad de las mismas hasta el consumo y de implementar un sistema muy organizado de
almacenamiento y distribucion de los productos donde la cadena de frio es de vital impor-
tancia para mantener la viabilidad de estos microorganismos, condicién imprescindible para
asegurar su rol como probidticos (Ross y col., 2005). La viabilidad celular estd condiciona-
da, entre otros factores, por los diferentes tipos de producto (Birollo y col., 2000), los ingre-
dientes quimicos utilizados (Vinderola y col., 2002a), las interacciones entre las cepas de
bacterias l4cticas y probidticas intervinientes (Vinderola y col., 2002b). La viabilidad celu-
lar es un factor determinante de la funcionalidad, es decir de la efectividad del probiético,
siendo ésta evaluada, por ejemplo, como la capacidad de activar la respuesta inmune de la
mucosa intestinal (Vinderola y col., 2005a y 2005b).

Estudios recientes permiten inferir que la viabilidad celular de los cultivos probi6ti-
cos no serfa el Unico pardmetro como para garantizar el papel funcional de los mismos. Por
ejemplo, Tuomola y col. (2001) determinaron que una cepa de L. acidophilus, aislada con
iguales recuentos al comienzo y al final de la linea de produccién del producto que la con-
tenia, presentd una dristica disminucién de la adhesion al epitelio intestinal entre estos dos
puntos de muestreo, a pesar de tener el mismo nimero de células viables en ambos. Esta dis-
minucién de la capacidad de adhesién al epitelio implica una menor capacidad de interac-
cién con las células inmunes y por lo tanto una diferente capacidad de activar la respuesta
inmune de la mucosa intestinal, en relacién a la misma cepa apenas agregada al producto
(Sanchez y col., 2008). Saarela y col. (2006) demostraron que cultivos de bifidobacterias
conservados en solucién tampén fosfato o en leche, también pueden presentar igual niime-
ro de células viables durante el almacenamiento refrigerado pero diferente resistencia a las
sales biliares, una importante barrera bioldgica del tracto intestinal, a lo largo de la conser-
vacion en frio. De este contexto se desprende que el control de la viabilidad celular de un
microorganismo probidtico no seria un parametro suficiente que garantice la funcionalidad
del probiético in vivo. Si bien la viabilidad celular puede conservarse, la tolerancia de los
probidticos a las barreras bioldgicas del tracto gastrointestinal pueden modificarse durante
el almacenamiento en frio.

Existen diferentes factores tecnoldgicos, microbioldgicos y fisicoquimicos que estarian
gobernando la funcionalidad de un microorganismo probidtico, més alld del nivel de células
viables, a lo largo de la cadena de produccién, distribucién y consumo del producto. La hipé-
tesis de este estudio es que existen factores tecnoldgicos que condicionarian ya no sélo la via-
bilidad celular de las bacterias probidticas en las leches fermentadas sino, ademds, su funcio-
nalidad. Los objetivos de este trabajo fueron> 1) poner a punto un modelo de digestién géstri-
ca capaz de evidenciar cambios en la funcionalidad debido a factores tecnolégicos; 2) determi-
nar los niveles de células viables de cepas del grupo L. casei en diferentes variedades comer-
ciales de leches fermentadas probiéticas durante la vida de estante del producto y 3) determinar
la resistencia a la acidez géstrica simulada de cepas de este grupo en diferentes variedades
comerciales de leches fermentadas probidticas durante la vida de estante del producto.

Materiales y métodos
a) Muestras

Se obtuvieron muestras de leches fermentadas (marcas A y B) de reciente elaboracion
y de diferentes sabores: natural y frutilla, en supermercados de la ciudad de Rosario, las cuales

INVENIO 12 (23) 2009: 131-141 133

o



invenio 23 bacap.gxp:n~18.gxd 26/9/09 15:54 P&agina 1%

M. Céspedes, D. Mateolli, P. Cdardenas, M. Lescano, N. Aimaretti, G. Vinderola

declaraban contener cepas del grupo L. casei (L. casei o L. paracasei). Las muestras se conser-
varon a 5°C (temperatura de heladera) y a 12°C (simulando temperatura de géndola) hasta la
fecha de vencimiento indicada en el envase (vida de estante). Teniendo en cuenta que la vida de
estante de este tipo de productos es de 30 dias y que las muestras llegan a los supermercados
aproximadamente luego de una semana de ser elaborados, los estudios de determinacién de
resistencia a la acidez géstrica se realizaron considerando t = 0: 20 dfas antes de la fecha de ven-
cimiento, t = 10d: 10 dias antes de la fecha de vencimiento y t = 20d: fecha de vencimiento.

b) Determinacion del nivel de células viables

Diluciones seriales de las muestras (agua de peptona 0,1%) se sembraron en super-
ficie en agar MRS-LP, segtin Vinderola y Reinheimer (2000). Para la formulacién del medio
agarizado MRS-LP, se utiliz6 agar MRS (Britania, Argentina) con el agregado de 0,2% (p/v)
de cloruro de litio (Sigma) y 0,3% (p/v) de propionato de sodio (Sigma). Las placas se incu-
baron durante 72hs a 37°C en aerobiosis.

¢) Determinacion de la funcionalidad

Se estudid la sobrevida de L. casei a la digestion géstrica simulada de células viables
contenidas en los productos comerciales. Las muestras se mezclaron en volimenes iguales
con una solucién cuya composicién de sales minerales es similar a la de la saliva bucal (0,22
g/l CaCl2, 16,2 g/l NaCl, 2,2 g/l KCl y 1,2 g/l NaHCO3) (Marteau y col., 1997). Las mues-
tras luego se acidificaron hasta pH 3; 2,70 0 2,5 (con HC1 5 y 1 M) en ausencia o presencia
de 0,3% (p/v) de pepsina porcina (Merck o Sigma) y se mantuvieron a 37°C durante 90 min.
Se realizaron determinaciones de la viabilidad celular (recuentos en medio agarizado) cada
30 min. Los ensayos se realizaron por duplicado y en dos experiencias independientes.

d) Analisis estadistico

Los datos de recuentos de células viables fueron analizados con el test ANOVA de
una via, con el software SPSS (1996). Las diferencias significativas entre los valores pro-
medios se detectaron mediante el test de Duncan de rango multiple.

Resultados y discusion
Eleccion de las condiciones de la digestion gastrica simulada

Numerosas y muy diversas han sido las metodologias para determinar la resistencia
a barreras bioldgicas, como la acidez géstrica, aplicadas a cultivos probidticos puros o
incluidos en matrices alimenticias (Morelli, 2007). Estas metodologias difieren notable-
mente en los valores adoptados para variables como los tiempos de exposicion a la acidez
(de 30 a 180 min), el valor de pH (de 1,8 a 3), el tipo y concentracién de enzimas géstricas
y las sales minerales utilizadas. Por otro lado, mientras algunos autores utilizan métodos
estdticos (exposicion a un mismo valor de pH durante un determinado periodo de tiempo),
los trabajos més recientes utilizan equipos capaces de disminuir gradualmente el pH duran-
te el tiempo que dura la digestién géstrica simulada, desde un valor inicial de 5 - 5,5 hasta
1,8 - 2. Sin embargo, cada una de las metodologias empleadas ha sido aparentemente titil
para los objetivos propuestos en cada uno de los trabajos donde han sido descriptas. A pesar
de la gran variedad de metodologias propuestas, no existe hasta el momento una metodolo-
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gia oficial y tnica, o que al menos tenga un consenso cientifico internacional, para la deter-
minacién in vitro de la resistencia a la acidez géstrica en bacterias probidticas. En ese con-
texto, se decidid para este estudio, poner a punto una metodologia para la determinacién de
resistencia géstrica, que induzca una moderada pérdida de viabilidad celular de L. casei en
muestras frescas (aproximadamente 2 érdenes logaritmicos), y que a su vez permita deter-
minar si ésta se modifica en respuesta a factores tecnoldégicos tales como las cepas, las varie-
dades comerciales de leche fermentada y la temperatura, a lo largo del almacenamiento
refrigerado del producto.

Las Figuras 1-4 muestran los resultados para la puesta a punto de las condiciones de
digestion gdstrica in vitro para la cepa de L. casei contenida en la muestra marca A sabor
frutilla. Para la digestion géastrica a pH 3 y 2,5, en ausencia de pepsina (Fig. 1), se observo
que un valor de pH de 3 no afecté la viabilidad celular de esta cepa durante los 90 min de
digestion géstrica simulada, mientras que un valor de 2,5 indujo una pérdida de viabilidad
celular de aproximadamente 5 érdenes logaritmicos. Por otro lado, cuando la digestién se
condujo a pH 2.5 en presencia de pepsina (Merck), la pérdida de viabilidad celular fue total
(més de 8 6rdenes log) luego de 90 min (Fig. 2), lo que para nuestro modelo significé una
pérdida de viabilidad celular extrema, y que no seria de utilidad para los objetivos plantea-
dos. Los 6rdenes de magnitud de las pérdidas de viabilidad hasta aqui observados confirman
resultados previos (Vinderola y Reinheimer, 2003) para cepas probidticas del grupo L. casei.

En funcién de estos resultados se decidié utilizar un valor de pH intermedio (2,70)
para llevar adelante la digestion gastrica simulada en presencia de pepsina (Merck). En este
caso, se observo una pérdida de viabilidad celular de aproximadamente 4,5 érdenes logarit-
micos (Fig. 3). Finalmente, se evalué comparativamente el efecto de diferentes marcas
comerciales de pepsina porcina (Merck y Sigma) sobre la viabilidad celular durante la diges-
tién gastrica (Fig. 4). Se observd que, mientras la combinacién pH 2,70-pepsina Merck
indujo una pérdida de viabilidad celular de aproximadamente 4,5 érdenes logaritmicos, la
combinacién pH 2,70-pepsina Sigma indujo una pérdida de viabilidad celular de aproxima-
damente 2 érdenes logaritmicos. Conforme a los objetivos planteado se adoptaron entonces
estas condiciones de digestion gastrica simulada para los estudios en muestras comerciales,
ya que logré inducir una pérdida de viabilidad celular moderada en L. casei en la muestra
de leche fermentada recién elaborada.

Viabilidad y resistencia gastrica de L. casei durante el almacenamiento refrigerado

Las Figuras 5-8 muestran los resultados obtenidos al analizar la concentraciéon de
células viables de L. casei y la resistencia a la acidez géstrica simulada (RAG) (exposicién
por 90 min a pH 2,70 en presencia de pepsina Sigma) en muestras de leches fermentadas
comerciales (marcas A y B) sabor natural y frutilla. En nuestro pafs, el Cédigo Alimentario
Argentino no contemplé atin la incorporacién de bacterias probidticas en alimentos. La con-
centracion de células viables en un determinado producto deberfa fijarse en funcién de la ale-
gacién de salud, teniendo en cuenta los efectos son dosis-dependientes (Vinderola y col.
2005a, Minelli y Benini, 2008, Fang y col., 2009). Sin embargo, la comunidad cientifica
internacional generaliza y considera que las leches fermentadas deberian contener un mini-
mo de entre 107 y 108 UFC/ml (Champagne y Gardner, 2005). En este contexto, todas las
muestras comerciales analizadas se ajustaron a estos criterios, tanto en muestras recién ela-
boradas como a lo largo de la vida de estante. Adicionalmente, las muestras sabor natural de
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ambas marcas estudiadas, experimentaron un aumento significativo en la concentracién de L.
casei (de entre 0,5 y 1 orden logaritmico) hacia el final de la vida de estante de las muestras
conservadas a 12°C. La capacidad de L. casei de desarrollar en un producto l4cteo durante la
vida de estante a temperaturas de refrigeracién normalmente encontradas en las géndolas de
supermercados, 12° a 14°C segtin Willcox y col. (1994) y Evans y col. (2007), ha sido recien-
temente descripta por Vinderola y col. (2009b). No obstante no es un fendmeno siempre dese-
able ya que podria modificar negativamente las caracteristicas sensoriales del producto.

Para todas las muestras estudiadas se observé que, a pesar de mantenerse la viabilidad
celular a lo largo del almacenamiento refrigerado, la RAG de L. casei se modificé respecto a
la que presentaba el microorganismo en el producto fresco, tanto en funcién de la variedad
comercial (marca y sabor) como de la temperatura de conservaciéon. Con excepcion de las
muestras conservadas durante 10 dias a 5°C, la cepa de L. casei incluida en las muestras de
sabor natural de la marca A experiment6 un aumento de RAG (de entre 1,2 y 2 6rdenes log)
hacia el final de la vida de estante a 5°C y para los 10 y 20 dias para las muestras almacena-
das a 12°C (Fig. 5). Sin embargo, para la misma cepa incluida en el producto sabor frutilla (Fig.
6), el aumento de RAG fue significativo, pero de menor magnitud (1 orden log) y solamente
registrado para el dia 20 a 12°C. El aumento de la RAG se podria explicar como una induc-
cién de tolerancia por un factor de estrés (acidez géstrica) durante la exposicién prolongada
(10 6 20 dias) a niveles subletales de otro factor de estrés, como lo es la acidez lactica (Sanders
y Huis in’t Veld, 1999). En los casos donde no se observé aumento de la RAG, se podria deber
a la competencia entre fendmenos de induccion de resistencia con factores inhibitorios que
podrian ejercer ciertos componentes quimicos (saborizantes, colorantes) de la leche fermenta-
da (Vinderola y col., 2002a). Si bien la induccién de RAG fue menor en las muestras sabor
frutilla, el valor absoluto de la misma fue mayor en las muestras sabor frutilla (aprox. 1,2 érde-
nes log de diferencia entre los recuentos a t = 0 y t = 90 min) respecto a las muestras sabor
natural (aprox. 3 dérdenes log de diferencia entre los recuentos at =0 y t = 90 min), lo que
podria deberse a una induccién de RAG en las muestras sabor frutilla a partir de la elabora-
cion de estas muestras, por la exposicién a niveles subletales de colorantes y saborizantes de
frutilla o exposicion a la fruta misma, ya que son conocidas sus propiedades antimicrobianas
debido a su contenido en compuestos fendlicos (Puupponen-Pimid y col., 2005). Para las
muestras de la marca B, por el contrario, se observé también una mayor RAG de L. casei a
tiempo O en las muestras sabor natural (aprox. 2 6rdenes log de diferencia entre los recuentos
at=0y t=90 min) respecto a las muestras sabor frutilla (aprox. 4 érdenes log de diferencia
entre los recuentos a t =0 y t = 90 min). En las muestras sabor natural se observé una dismi-
nucién de la RAG de entre 1 y 3 6rdenes log a lo largo del almacenamiento en frio, mientras
que en las muestras sabor frutilla, solamente hubo disminucién de la RAG en la muestras con-
servada durante 10 dias a 12°C, lo que también podria deberse a una induccién cruzada de tole-
rancia a factores de estrés para el resto de las condiciones ensayadas.

La variabilidad de comportamientos de la RAG en L. casei observada en este estudio
podria deberse a la cantidad de pardmetros que influencian la resistencia géstrica, a sus interac-
ciones y a la competencia simultinea de factores inhibitorios e inductores de resistencia, tales
como la cepa empleada, la composicién fisicoquimica del alimento, el proceso fermentativo lle-
vado a cabo y las cepas starters o acidificantes empleadas, ademds de la temperatura y el peri-
odo de conservacion en frio y la cadena de frio desde la industria hasta el supermercado.
Conclusiones
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La concentracién de células viables de L. casei en las leches fermentadas estudia-
das que se comercializan en Argentina se ajustan a los criterios internacionales, tanto en
muestras recién elaboradas como en muestras conservadas a temperaturas de heladera o
gbéndola. La resistencia gdstrica de estas cepas estd fuertemente condicionada por el tipo de
producto, tanto en las muestras recién elaboradas como durante el almacenamiento refrige-
rado. La resistencia gistrica puede aumentar, mantenerse sin cambios, o incluso disminuir
en funcién del tipo de producto y de la temperatura de conservacién. Estos resultados
demuestran que una misma cepa puede modificar su resistencia a las barreras bioldgicas del
tracto digestivo en funcién de la composicién del producto usado como vehiculo o de la
temperatura de conservacion hasta el consumo. En consecuencia estos fendmenos deberian
ser considerados al momento de definir la funcionalidad de una cepa probiética en relacién
a la matriz alimenticia utilizada como vehiculo.
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Figura 1 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada comercial marca A sabor fru-
tilla sometida a digestion géstrica simulada a pH 3 (¢) y 2,5 (W) en ausencia de pepsina.
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Figura 2 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada comercial marca A sabor fru-
tilla sometida a digestion géstrica simulada a pH 2,5 con (D y sin (¢) pepsina (Merck).
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Figura 3 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada comercial marca A sabor fru-
tilla sometida a digestion gastrica simulada a pH 3 (#) y 2,70 (H) con pepsina (Merck).
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Figura 4 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada comercial marca A sabor fru-
tilla sometida a digestion géstrica simulada a pH 2,70 con pepsina Sigma (4) y Merck (H).
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Figura 5 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada marca A sabor natural duran-
te la digestion géstrica simulada en muestras a tiempo cero y luego de 10 y 20 dias de con-
servacion a 5°y 12°C.
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Figura 6 — Viabilidad de L. paracasei en leche fermentada marca A sabor frutilla

durante la digestion géstrica simulada en muestras a tiempo cero y luego de 10 y 20 dias de
conservacion a 5°y 12°C.

Log UFC/ml

[N}

30
Tiempo (min)

I+E=Dd —8—1t=10d 5°C —&—1t=10d 12°C 0-

t= 204 5°C 0. t=20d 12°C |

Figura 7 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada marca B sabor natural duran-

te la digestion gdstrica simulada en muestras a tiempo cero y luego de 10 y 20 dias de con-
servacion a 5°y 12°C.
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Figura 8 — Viabilidad de L. casei en leche fermentada marca B sabor frutilla duran-
te la digestion géstrica simulada en muestras a tiempo cero y luego de 10 y 20 dias de con-
servacién a 5°y 12°C.
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