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ProLOGO

Volver a las fuentes. ..

Los alimentos fermentados se consumen desde la antigliedad y si hoy estan aun
vigentes, algo importante existira atras de los mismos o...en"los mismos. Que algu-
nos alimentos sean obtenidos por actividad microbiana podria mal interpretarse. Sin
embargo, en lo“raro”estd el milagro y este milagro se refiere nada més ni nada menos
a la mejora de nuestra salud... alimentandonos. Leche, carnes, vegetales, cereales,
hortalizas, frutas, harinas, son las matrices alimentarias capaces de ser fermentadas y
transformadas en alimentos saludables. Todo estaba claro desde el inicio y, sin em-
bargo, hoy algunos ignoran su valor. jFalta de difusién del conocimiento? Quizas.
Imposible no reconocer el rol y el valor de algunas bacterias, levaduras y mohos en
la generacién de los alimentos fermentados. Un motivo mas para amigarnos con or-
ganismos invisibles pero con una capacidad de transformacion formidable. Esta obra
opera posicionandolos claramente por si quedan dudas. Si los antiguos lo tenian en
claro, jpor qué no imitarlos? La ventaja que hoy tenemos es el conocimiento acerca
de porqué y como estos microorganismos hacen lo que hacen. El efecto fue, es y serd
el mismo a lo largo de la historia. Este libro revisa las capacidades microbianas y sus
efectos en nuestra alimentacion. La eleccion de nuestros alimentos es protagonista
en nuestra salud. Desconocerlo, es casi imperdonable. El que los investigadores auto-
res de este libro hayan elegido a los alimentos fermentados como objeto de estudio
es una eleccion formidable. Sus conocimientos generados contribuyen a dejar en cla-
ro que nuestra salud depende también de los microorganismos. Casi increible pensar
que algunos de ellos nos ayudan a estar mejor, ;no? Solo resta felicitar a quienes se
motivaron para generar este libro. Ahora solo queda valorarlo... y disfrutarlo.

Jorge Reinheimer

Dr. en Quimica, Investigador Superior de CONICET, Profesor Titular (Facultad de Ingenieria

Quimica, Universidad Nacional del Litoral), Ex Director del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN,
UNL-CONICET), Miembro de la Academia de Ciencias Médicas de la Pcia. de Santa Fe, Premio
Asociacion Argentina de Microbiologia (AAM) 2019 en reconocimiento a la trayectoria profesional y
aportes a la comunidad cientifica.






LA FERMENTACION: UNA MIRADA ANTROPOLOGICA

Patricia Schneier
patschneier@gmail.com

« Antropdloga. UBA - Investigadora independiente
« Consultora del Complejo Museistico Perito Moreno. Santa Cruz. Argentina

RESUMEN

Los alimentos y bebidas fermentados estdn en la base misma de la
alimentacion. Pueden provenir de materias primas tan diversas como la
fruta, los cereales, la leche, la carne, los pescados, vegetales y tubérculos,
dando lugar a una enorme variedad de productos que van desde bebidas
alcohdlicas como chichas, vinos y cervezas, bebidas no alcohdlicas —como
las leches fermentadas-—y alimentos sélidos como los quesos, chacinados,
pescados, “pickles’, condimentos, papillas y panes de todo tipo.

Tomando como base la definicion de fermentacién, que asume que
"es el proceso microbioldgico que consiste en la conversion de carbohidratos
en alcoholes, utilizando didxido de carbono o dcidos orgdnicos, bacterias y
levaduras o una combinacion de éstos, en condiciones anaerdbicas’, una
vision antropoldgica de la misma nos invita a adoptar diferentes pers-
pectivas, que van desde la cultura material a la organizacion social, hasta
llegar hasta al mundo simbdlico que la fermentacion tiene asociado.

Mediante la exposicion de diferentes casos emblematicos provenien-
tes de regiones y temporalidades diversas, nuestro propdsito es mostrar
la gran variedad de productos y técnicas de elaboracién, generados por
los ecosistemas y la historia. También nos interesa mostrar algunas inva-
riantes de las funciones de los productos fermentados en la vida de las
personas. Cada una de estas funciones tuvo y tiene un diferente desta-
que segun el tipo de producto, la épocay el lugar de referencia.

Con esta mirada de diversidades e invariantes, nuestra mision es con-
tribuir a una mejor comprension de los procesos de fermentacion, traer-
los al presente para entender mejor sus desafios a la hora actual y poder
actuar sobre algunos de ellos.







PATRICIA SCHNEIER

l. INTRODUCCION

La fermentacion tiene cuatro funciones principales, que contribuyen en al proce-
so de alimentacion de las sociedades:

« Enriquecimiento de la dieta humana a través del desarrollo de una gran
diversidad de sabores, aromas y texturas en los alimentos, asi como de los
conocimientos relacionados con la fermentacion.

« Preservaciéon de cantidades substanciales de comida a través del acido
lactico, acético, alcohol o de la sal, suprimiendo el crecimiento de mi-
croorganismos indeseables. Asi, los productos fermentados pueden ser
guardados y conservados para su consumo diferido, permitiendo paliar
la escasez alimentaria en épocas y lugares donde no se haya conocido la
esterilizacion ni la pasteurizacion.

« Mejoramiento nutricional de los sustratos de la alimentacion, incremen-
tando vitaminas, digestibilidad de proteinas, disponibilidad de aminoaci-
dos esenciales y acidos grasos, asi como reduccion de antinutrientes (en
cereales) y aumento de la digestibilidad de la materia prima base (funcién
de los lacteos fermentados).

« Disminucion de la energia necesaria para la coccion de alimentos y de los
requerimientos de combustible.

Estas 4 funciones se encuentran todavia vigentes, si bien la de preservacion y se-
guridad alimentaria —que fueron atributos fundamentales en el pasado de la huma-
nidad- tienen menor importancia en la actualidad.

A continuacién mencionaremos otras cuatro funciones, méas intangibles pero no
por eso menos importantes. Existen porque la fermentacion, ademés de producir una
transformacion fisicoquimica en la materia prima, también produce una transforma-
cion simbodlica en ella: los productos fermentados son nutritivos y apetecibles, a la par
que representan o simbolizan algo mas.

- Los alimentos y bebidas fermentadas tienen una funcién social muy mar-
cada, con una fuerte presencia en consumos celebratorios y festivos. Lo
complejo de su elaboraciéon vy la participacion comunitaria en la misma
generalmente da lugar a celebraciones al consumirse. También son facili-
tadores de la convivialidad por sus efectos psicoactivos, funcién que auln
actualmente subsiste y es facilmente identificable en las bebidas alcoho-
licas. La chicha en América del Sury el pulque en Mesoamérica circularon
siempre en encuentros y celebraciones. En el Artico y Escandinavia los
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pescados y mamiferos fermentados son consumidos en situaciones festi-
vas o especiales.

Tanto bebidas como alimentos fermentados son portadores de un gran
valor social, por la excelencia de su materia prima, por el saber que implica
fermentar, por el trabajo y el tiempo que requiere su elaboracién. Es por
ello que los productos fermentados son practicamente mayoria entre los
inscriptos como DOC en el Cono Sur (Denominacion de Origen Controla-
da) o AOC (Appellation d Origine Controlée, en francés).

Las habilidades para fermentar y los productos asi obtenidos forman par-
te del patrimonio cultural de pueblos nativos y campesinos de muchas
areas del mundo y su conocimiento se mantiene y propaga oralmente.
Ellos contribuyen a la identidad cultural, al sentido de pertenenciay a la
cohesion del grupo familiar y social. La circulacion familiar o comunitaria
de los “starters” o iniciadores (en aquellas fermentaciones que los utilizan)
cumple funciones de aseguramiento de la calidad a la vez que refuerza
el sentido de pertenencia e identidad de las personas a su espacio y su
cultura. Un buen ejemplo es la elaboraciéon de quesos de cabra en la puna
argentina.

Finalmente, una funcion ritual, sagrada, que a lo largo de la historia han
tenido las bebidas fermentadas alcohdlicas. Estas facilitan el contacto con
los dioses y con los antepasados, ya sea porque los representan simbdlica-
mente, 0 porque se utilizan como ofrendas, o por los efectos psicoactivos
que produce su ingesta. Dentro de este marco, la embriaguez estuvo en
el pasado siempre pautada y contenida por reglas y usos rituales. La chi-
cha en Bolivia y en Colombia se ofrecia a los dioses, asi como en el norte
argentino aun hoy se derrama vino en la tierra para la Pachamama, o la
cachaca para los antepasados en Brasil. Algunos alimentos fermentados,
como el cacao en Mesoamérica eran usados como ofrenda para dioses y
jerarcas.

Il. PRINCIPALES HITOS HISTORICOS
La existencia de alimentos y bebidas fermentadas puede rastrearse desde la pre-
historia de la humanidad [1]. Han acompanado la vida del hombre, con diferentes

caracteristicas segun regiones y épocas. Una conologia detallada se incluye en la
Tabla 1, puntualizando los hitos mas importantes.
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Tabla 1. Principales desarrollos documentados por fuentes arqueoldgicas o

histéricas.

Periodo

11700 - 9700 a.C.

8000 a.C.

7000 a.C.- 6600 a.C.

7000 a.C.

7000 a.C.
6000 a.C.

6000 a.C.- 4000 a.C.

5000 a.C.- 4000 a.C.

4000 a.C.
3500 a.C.

3200 a.C.
3000 a.C.

2000 a.C- 1200 a.C.

1750 a.C.
1500 a.C.
1500 a.C- 500 a.C.

1000 a.C.
800 a.C.

500a.C.- 1000 a.C.
300a.C

500 - 1000
200-900

1276
1500

Principales desarrollos documentados
por Fuentes Arqueoldgicas o Histéricas

Cerveza: Los Natufienses (cazadores-recolectores del Medio Oriente ) desa-
rrollan una tecnologia para elaborar cerveza fermentando cereales silvestres,
antes de haber desarrollado la agricultura.

Leches fermentadas consumidas en Medio Oriente y en Africa

Cerveza (Kiu) hecha con arroz, miel y uvas, es elaborada en Jiahu ( neolitico
Antigua China)

Cerveza y Pan forma parte de la alimentacion basica, entre los antiguos egip-
cios

Queso producido en Iraq, a partir de la domesticacién de animales
Vino producido en el Cercano Oriente (Irén)

Dahi : Leche écida coagulada se encuentra muy difundida como alimento en
India

Leche fermentada, manteca y quesos es elaborada por los Sumerios.
Levaduras son utilizadas hacer pan y vino, entre los Egipcios

Chicha: aparecen los primeros registros su consumo en Mesoamerica y Amé-
rica del Sur. Vino entre los antiguos Asirios y en China; Cerveza en la antigua
Armenia

Queso es producido en el antiguo Egipto

Leches fermentadas escurridas tipo queso en Oriente Medio (Labneh) y en
India (Panir)

Registro de mdltiples tipos de leches fermentadas, consumidas en diferentes
regiones de Asia

Cerveza fermentada a partir de la cebada, entre los Sumerios
Salchichas de carne elaboradas entre los antiguos Babilonios

Chocolate hecho a partir de bayas de cacao fermentadas, entre los Olmecas
(antiguo México)

Desarrollo de la viticultura y vinificacién en Europa

Primer registro de la denominacion y consumo de ‘Yogur, en el antiguo pue-
blo nomade turco.

Habas de soya fermentadas utilizadas como antibidtico, en China
Vegetales fermentados para preservar, en China
Alimentos fermentados con base de legumbres y cereales

Chocolate elaborado por los Mayas y posteriormente por los Aztecas (900 d.C.-
1521 d.C)

Primera destileria establecida en Irlanda

Ingreso del Yogur a Francia durante el Renacimiento
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1500 Sauerkraut : registros mas antiguos de su elaboracion en Europa

1851 L. Pasteur demuestra que son los microbios los que originan la fermentacion;
inventa la pasteurizacion

1877 J. Lister descubre el Bacterum lactis (Lactococcus lactis) en la leche fermentada

1907 E.Metchnikoff describe los beneficios terapéuticos de las leches fermentadas

1900 - 1930 Aplicacion de la microbiologia a los procesos de fermentacién, con uso de
cultivos definidos

1905 R. Koch recibe el Premio Nobel, al relacionar la tuberculosis con un tipo defini-
do de bacteria

1928 Descubrimiento del Nisin , antibiotico usado como bioconservante especial-
mente en quesos.

1970 al presente Desarrollo de alimentos conteniendo culturas probidticas amigables para el
intestino

1980 Se sienta jurisprudencia internacional para patentar microorganismos (artificiales

o modificados) (US Supreme Court patent case of Diamond vs. Chakrabarty)

1990y siguientes  Descifrado del cédigo genético de varias LAB, aisladas en alimentos fermenta-

dos

2002 Primera lista autorizada de microorganismos para cultivos lacteos, emitida por
IDF y EFFCA

2012 Lista de cultivos microbianos alimentarios considerados GRAS*para uso en

fermentacién alimentaria, publicada la IDF y la EFFCA**

2012 Comunidades microbianas completas de pan, cerveza, vino, queso, kimchi,
etc, son secuenciadas

2017 Mas de 1.000 LAB y genomas relacionados son secuenciados

GRAS significa ‘generally recognized as safe’; IDF significa “International Dairy Federation”; EFFCA sig-
nifica "European Food & Feed Cultures Association” (Cuadro elaborado a partir de la referencia [18]).

[I.LA. LOS GRANDES SIMIOS: EL AGRADO POR EL ETANOL

El consumo de frutos y bebidas fermentadas es tan antiguo como la humanidad.
Los simios africanos tuvieron hace 10 millones de afios, una mutacion genética que
hizo que su ADH4 (alcohol deshidrogenasa, la enzima encargada de metabolizar el
etanol) fuera 40 veces mas eficaz en hacerlo, lo que generd un beneficio adaptativo.
Esta época de la prehistoria coincide con un periodo de cambio climatico en el cual
era sin duda mas dificil encontrar la fruta madura en los arboles. Aproximadamente
fue en esa época que nuestros ancestros comenzaron a adaptarse a la vida terrestre
y probablemente se encontraron con frutas descompuestas en el suelo de los bos-
ques, con alto contenido de etanol.

La tolerancia al etanol favorecio la seleccion natural contribuyendo con la alimen-
tacion de estos simios, ya que era en si misma fuente de calorias, les abria el apeti-
to, permitiéndoles acceder a una mayor diversidad y cantidad de frutas alimenticias
en diferentes estados de maduracion y descomposicion. Es por ello que uno de los
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principales investigadores en el tema concluye que nuestro gusto por el alcohol pro-
viene de estos antepasados, que comian frutos muy maduros y en estado de des-
composicion, relacionando el consumo de etanol con la recompensa nutricional [2].

En tiempos actuales, entre los chimpancés salvajes de Bossou (Guinea) se ha regis-
trado el consumo recurrente, espontaneo y motivado por el agrado, de etanol de la pal-
ma de la rafia. Consumen la dulce savia que se ha fermentado naturalmente, utilizando
las hojas de la palma a modo de esponja (sumergiéndolas en contenedores de savia
de los pobladores que también la recogen), las cargan con ese liquido y lo ingieren,
muchas veces en gran cantidad. Con un promedio de etanol de 3,1% (v/v), pudiendo
llegar hasta 6,9% (v/v), esto no es un freno (o tal vez sea un aliciente) para su consumo.

[1.B. LOS HOMBRES PREHISTORICOS Y LAS BEBIDAS ALCOHOLICAS FERMENTADAS:
CERVEZA Y RITUAL

En tiempos prehistoricos, el alcohol se obtenia a través de la fermentacion de
azlcares presentes en ciertos productos por la accion de levaduras naturales. Las
principales materias primas utilizadas para preparar bebidas alcohdlicas provienen
de fuentes de azUcares tales como frutas ricas en azicar y miel (fructosa y glucosa),
grano malteado (maltosa), savia de arbol (sacarosa) y leche (lactosa). Por lo tanto, la
variedad de bebidas alcohdlicas en la prehistoria incluia vinos de frutas, hidromiel,
cerveza y bebidas fermentadas hechas de productos lacteos.

El registro mas antiguo de elaboracion de la cerveza es bastante anterior al Neolitico
y se encontrd en el Cercano Oriente, donde se hallaron restos arqueoldgicos de po-
bladores de la cultura Natufiense. Esta region es la mas proxima al Mediterrdneo (o
Asia Occidental). Generalmente alli se incluye a Arabia Saudita, Armenia, Azerbaiyan,
Baréin, Catar, Chipre, Egipto, Emiratos Arabes Unidos, Georgia, Irak, Iran, Israel, Jordania,
Kuwait, Libano, Oman, Palesting, Siria, Turquia y Yemen. El Cercano Oriente es la region
histérica donde aparecio primero la agricultura, el pastoreo, la civilizacion y la escritura,
es lo que también se denomina Antiguo Oriente Préximo. Los pobladores de la cultura
Natufiense vivieron en distintos sitios de esa region entre 11700 a.C.y el 9700 a.C., como
cazadores de ciervos pequenos y recolectores en vastas extensiones de gramineas (las
antecesoras de los cereales). Se trataba de una poblacién sedentaria o semi sedentaria,
que aun no practicaba la agricultura. Se documentaron restos de cultivos silvestres fer-
mentados, indicadores de consumo de cerveza, la cual podria haber tenido un papel
importante en las fiestas rituales entre esas comunidades epipaleoliticas del Natufiense
[3]. Los investigadores creen incluso que fue el interés por tener cerveza lo que impulsé
a estas comunidades a iniciar una rudimentaria agricultura.

Casi 2.000 anos después, durante el periodo Neolitico en el Cercano Oriente, nu-
merosos restos arqueoldgicos comprueban el consumo de cerveza, junto con los
inicios de la agricultura, la ganaderia y la sedentarizacion de grupos humanos. La
ciudad de Jeric, con sus murallas, data de esta época. Aparecen ya técnicas de trans-
formacion y conservacion de los alimentos, como las vasijas de cerdmica.
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I1l. BEBIDAS Y ALIMENTOS FERMENTADOS EN IMESOAMERICA Y AMERICA DEL
SUR: DIVERSIDAD DE PRODUCTOS

En Mesoamérica y en el Cono Sur, se ha registrado una enorme variedad de be-
bidas alcohdlicas y no alcohdlicas a base de cereal, para consumo cotidiano y para
celebraciones, siendo ademas una fuente de nutrientes importante. Muchos de estos
productos utilizan materias primas basicas como maiz, yuca, cacao, café, uva, cafla de
azucar, platano y otras.

Los cultivos de cereales —en particular el maiz, que tiene su origen en México- son
muy importantes en toda la region; el maiz se ha consumido en forma fermentada
durante cientos de anos, principalmente como bebidas alcohdlicas y ocasionalmen-
te no alcohdlicas. En toda Mesoamérica y América del Sur, el maiz tiene un profundo
significado religioso y mégico; la bebida de maiz fermentada, la“chicha’, ha desempe-
fado un importante papel en los ritos de fertilidad, rogativas para las lluvias, festivales
del sol'y de las cosechas.

La chicha es una bebida alcohdlica que se elabora con un proceso tradicional mi-
lenario Unico en Mesoamérica y América del Sur. El mismo consiste en la masticacion
de los granos del cereal y es la amilasa, una enzima hidrolitica presente en la saliva,
la que actla como tijera molecular para convertir el almidén en azlcares capaces de
ser fermentados. Ya desde su época neolitica (3500 a.C. en América del Sur) existe
registro del consumo de esta bebida asociada a celebraciones y rituales. Llegd hasta
los Andes septentrionales de la actual Argentina, donde se difundié ampliamente
pOr su zona norte.

Para elaborar el vino, con anterioridad a la llegada de las vides de Europa, en la
zonas tropicales de Mesoamérica y el Cono Sur se usaron una enorme diversidad de
frutas como la banana, el mango, la cereza, el ananay el coco. Las uvas recién fueron
usadas a partir del siglo XIV, provenientes de vides traidas por los espanoles. El desa-
rrollo del vino de uva ha dado lugar a una importante industria, en la cual Argentina
tiene dos productos de Denominacion de Origen Controlada (D.0.C).

La cachaca es la bebida tradicional destilada mas popular aun hoy en Brasil, con
un uso festivo y convivial muy amplio. Esta elaborada con jugo de cafa de azucar
cuyo origen es tardio ya que data de la llegada de los conquistadores a Brasil, quienes
introdujeron métodos de destilacién de origen europeo.

Aqui interesa destacar como un producto relativamente reciente se integré a las
creencias v rituales religiosos. Efectivamente, con la llegada de los esclavos, los ritos
africanos se impusieron en Brasil y usaron la cachaca como parte de sus ceremonias
y ritos de sanacion. Con ella curaban a los tambores para agradar a los espiritus que
viven dentro de ellos; la cachaca forma parte de casi todas las ofrendas a los distintos
dioses y entidades espirituales y ain hoy dia, antes de beberla, se derrama un poco
en el suelo”para o santo’, que es el tributo que los africanos hacian a los antepasados.
Suele beberse pura o en cocteles, siendo el mas conocido la caipirinha.

Otros productos fermentados son el pisco, el almidén de yuca agria, queso, café,
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chocolate, vinagre, etc. La diversidad de los productos varia segun el drea geografica,
las técnicas de fermentacion, las costumbres locales e incluso las creencias religiosas;
la mayoria se producen en pequeha escala utilizando recetas tradicionales [4].

I1l.LA. EL PULQUE Y EL POZOL: NUTRICION CON Y SIN ALCOHOL

Estas bebidas revisten especial interés por su antigliedad y la vigencia de su con-
sumo. En el caso del pulque, como todos los bienes culturales de los pueblos prehis-
panicos, su origen se confunde con mitos y leyendas. El mas conocido cuenta que
luego de la union de la diosa del Maguey con el dios Quetzacoatl —el de la Serpiente
Emplumada, uno de los mas extendidos de la zona mesoamericana prehispanica—
ambas deidades crearon la planta del maguey, cuya savia o aguamiel los campesinos
fermentaban para hacer la bebida (ver Figura 1).

Figura 1. Quetzacoatl, el Dios de la Serpiente emplumada.

Segun investigaciones recientes, el pulque aportaba agua y nutrientes en la dieta
en la ciudad de Teotihuacan (150 a.C. a 650 d.C.), uno de los centros urbanos y de
poder mas grandes que controlaba el Golfo de México y zonas adyacentes. Con una
poblacion de casi 100.000 habitantes, era sometido en ciertas épocas a un “estrés
nutricional” especialmente en sus clases bajas. Segun la hipdtesis de los investiga-
dores, el pulque habria funcionado a la manera de suplemento dietario como un
"amortiguador” de riesgo alimentario especialmente en dichos sectores sociales [5].
Efectivamente, andlisis microbioldgicos actuales indican que es una excelente fuente
de prebidticos y microorganismos con efectos similares a los probidticos, si bien su
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consumo debe limitarse debido a su contenido alcohdlico.

Varios siglos después, entre los aztecas o mexicas (1325 d.C. a 1521d.C) el consu-
mo del pulque continuaba y estaba estrictamente pautado para uso ceremonial; la
embriaguez era severamente castigada, y solo estaba permitida entre mayores de 60
anos, en las festividades y dentro del hogar.

A partir de la conquista espafiola, el consumo del pulque se vacié de su significa-
do ritual (al impedirse las celebraciones originarias) y aumentaron los episodios de
embriaguez al dejarse de lado las rigidas leyes indigenas sobre la misma.

Por su parte, el pozol es una bebida fermentada no alcohdlica, espesa, refrescante
y nutritiva. Su origen es maya y forma parte de la alimentacién basica de muchos gru-
pos étnicos del sury el sureste de México y de la poblacién mestiza; antiguamente
también participaba en los rituales a los dioses. Se prepara con bolas de masa de maiz
nixtamalizado (cocinado con aguay cal viva), envueltas en hojas de platano, dejando-
las fermentar en tiempos variables. Muchas veces se agregan granos de cacao molido
a la masa de maiz. Estas bolas fermentadas se disuelven en aguay se consume el po-
zol acompanando la comida o en cualquier momento como una bebida refrescante,
habito que se mantiene en la actualidad.

El pozol tiene numerosos beneficios: un alto contenido de proteina, mayor al de
la masa del maiz sin fermentar, asi como niacina debido al proceso inicial de nixtama-
lizacion. Se han registrado también usos medicinales de esta bebida (bajar la fiebre,
control de la diarrea) y debido a su alto grado de conservacion, las bolas de pozol
suelen ser utilizadas como provisiones en viajes largos [6].

[11.B. EL CACAO Y EL CHOCOLATE: SABOR, ENERGIA Y RITUAL

Aunque el origen exacto del cacao (cacahuat) sigue siendo una incognita, se sabe
que el uso del chocolate (xocolatl) comenzd en las Altas Culturas de Mesoamérica,
durante la civilizacion Olmeca (1500 a 500 a.C.); alli lo mezclaban con especias con fi-
nes curativos 0 como obsequio. Ya desde sus inicios, el cacao tenia sus tres funciones
principales: energizante, obsequio y ritual (como ofrenda a los dioses y vinculo con
ellos). Su hallazgo mas temprano se encontrd en una urna funeraria con restos de
una bebida de chocolate, asociada a objetos suntuarios en un entierro en la costa del
Golfo de México. Todos los hallazgos arqueoldgicos apuntan a que esta bebida era
consumida exclusivamente por jerarcas o personas con prestigio social.

La civilizacion Maya (200 a 900 d.C.) continud utilizando el chocolate tal como los
Olmecas y posteriormente fueron los Aztecas o Mexicas (900 a 1521 d.C) quienes
aprendieron de los Mayas el cultivo y el uso del cacao.

Las antiguas comunidades de Mesoamérica practicaban un proceso muy laborio-
so para elaborar el cacao. Descripto con la mirada actual, las bayas de cacao pasan
por un proceso de fermentacién natural, con levaduras que degradan la pulpa de
la baya, seguido por un aumento de temperatura debido a la fermentacion lactica
de la pulpa del cacao, todo lo cual contribuye a disminuir la acidez y generar los
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precursores de sabor. Por ultimo, los granos se dejan secar al sol durante dias, para
molerlos y retirar la cascara.

A pesar de no ser un cultivo originario de la regiéon, pensaban que habia sido
descubierto por sus dioses, que lo entregaron a los hombres. La mitologia prehispa-
nica de México nombra a dos dioses: Quetzalcoatl, representado como “Serpiente
emplumada’(de origen Azteca; ver Figura 1) y Ek-Chuah, “Dios del cacao, de la guerra
y benefactor de los mercaderes” (de origen Maya).

Los mayas celebraban un festival anual con rituales en honor al dios del cacao, Ek
Chuah, existiendo actualmente evidencias arqueoldgicas de estas ceremonias.

El xocolatl era muy valorado por sus beneficios de energizante: se lo consumia
como reconstituyente para dar fuerza y despertar el apetito sexual, tratar la fatiga,
aumentar el peso de los desnutridos, estimular el sistema nervioso de los apaticos,
agotados o débiles, etc. También se lo apreciaba por su sabor: los nobles mexicanos
hacian cocer el cacao con agua y para hacerlo mas rico le agregaban miel silvestre,
jugo de arce vy vainilla, mientras que la poblacidon mas humilde le agregaba atole de
maiz para hacerlo nutritivo.

Tanto se valoraba el cacao que sus bayas no fermentadas se utilizaban también
como monedas de cambio. Este uso perdurd hasta afos después de consumada la
Conquista; de hecho Hernan Cortés le pagaba a sus soldados con cacao. En 1528, a solo
siete anos de consumada la Conquista, Cortés enviaba cacao al emperador CarlosV, que
pronto lo empezé a usar en Espafia como bebida medicinal fortificante, ya despojado
de toda funcion ritual o sagrada. Al principio, solo era utilizado por los nobles de la Corte
por su escasez y alto valor, pero posteriormente su uso medicinal se generalizo [7].

I11.C. LA LECHE Y LOS PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS: SIN PRESENCIA EN
LA AMERICA DEL SUR PREHISPANICA

No existid en Mesoamérica ni en América del Sur, antes de la conquista espafnola,
ganado bovino ni caprino para provision de leche. En la zona andina de lo que es hoy
el noroeste argentino abundaban los camélidos (llama y alpaca domesticadas ) que
podrian haber sido fuente de leche y de bebidas lacteas fermentadas, tal como en el
Medio Oriente. Sin embargo, los pueblos andinos no ordefaban las llamas ni las alpa-
cas, por lo que el consumo de la leche les era desconocido. Hay multiples explicaciones
de esto, sin que ninguna sea concluyente. Por una parte, la intolerancia a la lactosa de la
leche estd muy difundida entre la poblacién andina; ademas la llama estaba destinada
a las funciones de transporte, lana, trueque y carne (charque). Finalmente debemos
sumar un intangible factor cultural y es que la mujer andina valora especialmente su
leche para amamantar, no aceptando la de los animales para sus nifos.

Con la conquista espafola, también fueron llegando caballos, vacas, ovejas y cabras.
Comenzo el ordefie de vacas y cabras y un lento desarrollo de artesanias e industrias
de la leche y derivados, siendo muy importante la de quesos de cabra en el norte. Pero
la técnica del ordefie nunca fue trasladada a las llamas, que eran animales autdctonos.
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IV. BEBIDAS Y ALIMENTOS FERMENTADOS EN EL CERCANO ORIENTE
IV.A. LA CERVEZA Y EL PAN, BASICOS Y SAGRADOS

Después de los Natufienses (cazadores-recolectores del Cercano Oriente) hay
que avanzar hasta el periodo Neolitico en China (pueblo de Jiahu, entre 7000 a.C.y
6600 a.C.) para encontrar la evidencia temprana de una bebida tipo cerveza, elabora-
da a base de de arroz, frutas y miel [8].

En el Antiguo Egipto, el pan 'y la cerveza fueron los alimentos basicos de su dieta
(ver Figura 2). El pan era consumido en todos los estamentos de la sociedad; tuvo un
rol clave en su cultura y se lo consideraba simbolo de la vida. Los antiguos egipcios
crefan que era un alimento de sus dioses y frecuentemente les ofrendaban pan en
los ritos de veneracion. El pan acompafaba también a los muertos en su paso al mas
alla, por lo que la mayor parte de las rodajas de pan recuperadas en el Antiguo Egipto
proviene de tumbas y enterratorios [9]. Preparar este alimento era parte de la rutina
diaria, tanto en hogares como en centros religiosos. El trigo fue la materia prima mas
utilizada y para agregar sabor a veces se usaban frutas o especias. Se hacfa a partir
de un engrudo (gruel) que se dejaba fermentar, siendo un proceso largo y trabajoso,
generalmente hecho por mujeres.

Figura 2. £l pan fue uno de los alimentos basicos en la dieta de los egipcios.

La figura muestra escenas de la elaboracién del pan, tal como fueron plasmadas en la tumba de
Ramsés Ill.

Alrededor del 4000 a.C, registros arqueoldgicos encuentran que los antiguos egip-
Cios ya estaban usando malta y levaduras para hacer la cerveza y el pan. Preparaban
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malta cocida y cruda mezclada con agua, y la filtraban para luego inocularle la levadura.

En el caso del pan, la fuente méas comun de levadura era retener un trozo de masa
del dia anterior para utilizarlo como iniciador, o masa madre.

El pan llegd incluso a ser moneda de intercambio, ya que el valor de los objetos
se basaba en cuantos granos o rodajas de pan valia. También se utilizé para el pago
de mano de obra.

Respecto de la cerveza, se ha podido rastrear su difusién analizando los residuos
de la fermentacion de la cebada encontrados en vasijas de barro, y la presencia de
estas vasijas con residuos dentro de tumbas y sitios ceremoniales.

La tecnologia cervecera fue tomada del Medio Oriente por tribus germanicas y
celtas alrededor del siglo |. Desde esos tiempos, las tecnologias de bebidas y panes
fermentados se expandieron desde Asia, Mesopotamia y Egipto hacia el viejo conti-
nentey el resto del mundo.

[V.B. EL VINO; LO PERMITIDO Y LO PROHIBIDO

Se sabe que cada civilizacion tiene un vino, una cerveza u otro alcohol caracteris-
tico. El vino es uno de los productos fermentados mas antiguos conocidos. Su origen
podria haber sido accidental, con la transformacion de un jugo de unas frutas en una
bebida con propiedades estimulantes.

Se han detectado restos de vino fechados alrededor del 6000 a.C. en una jarra
encontrada cerca de los Montes Zagros de Iran. También fue conocida la elaboracion
del vino en Oriente Medio entre los Asirios alrededor de 3500 a.C. y en China alrede-
dor del afio 3000 a.C. Mas adelante en la linea de tiempo, en la India (tiempos védicos
1500 a.C.) se menciona al vino en los libros sagrados.

El Antiguo Testamento habla de 2 productos fermentados, el pan y el vino. El
pan aparece con la pérdida del Paraiso: después de haber vivido en plena naturale-
za, comiendo sus frutos, el hombre peca (a instancias de la mujer) y come un fruto
prohibido. Esta transgresion (en la que muchos ven la metéfora de la busqueda del
conocimiento) hace que el ser humano sea expulsado del Paraiso. Dios lo echa de allf
y lo amonesta, diciéndole que tendra que ganar el pan con el sudor de su frente, o
sea tendra que trabajar. Asi es como el pan pasa a simbolizar el trabajo humano y el
fermentar (para hacerlo) se ubica en los origenes mismos de la cultura, en contrapo-
sicion a la pura naturaleza del Paraiso.

En el Antiguo testamento, el vino aparece después, cuando el hombre es castigado
por segunda vez con el Diluvio universal, que arrasa con todo. El justo Noé se salva con
su familia, sus animales y sus plantas. Cuando baja a tierra firme, planta una vid, hace el
vinoy se embriaga. Otra vez, un producto fermentado estd en el arranque de una nueva
etapa de la humanidad y también de las restricciones que tiene el consumo del alcohol.

Segun los datos arqueoldgicos e histéricos, la difusion de la viticultura y el de-
sarrollo de la vinificacion en la Europa templada y el Mediterrdneo occidental tuvo
lugar a partir del 1000 a.C,, durante la Edad del Hierro, vinculados a la expansion
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comercial de fenicios, griegos, etruscos y romanos.

Los griegos consumian vino en estado puro solo en el desayuno y con pan, ya que
durante el resto del dia lo tomaban diluido con agua. Es que en la antigliedad greco
romana se pensaba que el vino era un desencadenante de comportamientos agre-
sivos y de posesion ritual y era necesario pautar la ingesta, estableciendo situaciones
permitidas y prohibidas para su consumo. Por ejemplo, el uso de los efectos psicoac-
tivos en el campo de batalla era juzgada como un signo de cobardia, perteneciente al
mundo barbdrico. Pero la ebriedad alcohdlica se toleraba en las fiestas dionisfacas; en
estas ocasiones el vino, junto a la danza, era el instrumento para lograr el entusiasmo
y la posesion por parte del dios.

IV.C. LAS BEBIDAS FERMENTADAS LACTEAS. PRESERVACION Y BENEFICIOS PARA
LA SALUD

Las bebidas fermentadas con bajo o sin alcohol tienen una larga tradicién y son
apreciadas en muchas culturas por sus beneficios para la salud. Todas ellas tienen un
origen regional y han sido tradicionalmente consumidos por las poblaciones euro-
peas y asiaticas. Dentro de las no lacteas, la mas conocida es la kombucha, que se ha
visto revivir en occidente en fermentaciones hogarefas.

La mayor parte son a base de leche y su origen puede rastrearse en los comienzos
del Neolitico (hace 10.000 afios en el Cercano Oriente). Durante este periodo ocurrie-
ron numerosos cambios, el clima se hizo méas calido lo que produjo modificaciones
en lafloray en la fauna. Muchos animales emigraron buscando mejores condiciones
climaticas y esto obligd a los seres humanos a buscar nuevas alternativas para sobre-
vivir. Lentamente comenzo a difundirse una nueva forma de vida basada en la pro-
duccion de alimentos a partir de vegetales y animales domesticados, lo cual convivio
en un principio con la caza y la recoleccién. Esta domesticacion fue generando ex-
cedentes estacionales de alimentos a conservar. Para esta revolucién neolitica los es-
pecialistas consideran como la fecha mas antigua los 8500 a.C. en el Cercano Oriente
(hace unos 10.000 anos) para extenderse después por Egipto, Oriente Medio y el sur
de Asia, y en Europa con una fecha mas tardfa, de 5000 a.C.

Se considera que la leche comenzd a fermentarse para conservar sabor y sus ele-
mentos nutritivos y poder diferir su consumo en tiempo y espacio, manteniendo sus
beneficios. Hay registros que permiten rastrear los origenes de esta practica en la
region denominada Medialuna Fértil y en particular en la Mesopotamia, pero tam-
bién en las estepas asiaticas y en el Caducaso, con una posterior difusion hasta llegar
a la India, Escandinavia, el Mediterraneo y Egipto. Las diferentes denominaciones de
las leches fermentadas en las distintas regiones mencionadas estan indicando una
posible multiplicidad de lugares de origen independientes.

Se cree que su descubrimiento fue casual, durante el transporte de leche en“bol-
sas “naturales hechas con el estémago del camello, por ejemplo, en los que la leche
entera entra en contacto con los jugos gastricos del animal, dando lugar a una leche
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fermentaba que se podia conserver por mas tiempo [10].

Las leches fermentadas merecen una especial atencion, por su gran difusion en
espacio y tiempo, siempre asociado a una fuerte valoracion de sus propiedades nu-
tritivas y curativas, incluso el promover la longevidad.

Los lacteos fermentados més antiguos y conocidos son el leben en Medio oriente,
el kumys en Asia Central y el kefir en el Cducaso.

El Kumys estaba ya ampliamente difundido en Asia y Europa del este, cuando
el historiador Jenofonte documento su consumo en el 500 a.C. entre los escitas, un
pueblo ndmade de criadores de caballos; también Marco Polo lo registro en sus viajes
por Asia a mediados del siglo XIlI.

El Kefir es otra bebida lactea de gran interés. Se considera que su lugar de origen
fue las laderas del norte de la China caucésica, donde los montafeses hacian una
bebida refrescante de leche de cabra o de vaca, poniéndolas a fermentar junto con
unos granulos de Kefir (su “starter”). Si bien se desconoce su procedencia, un mito de
origen narra que los granos de Kefir les fueron dados a los creyentes por Mahoma,
quien les ensend a usarlos. Junto con los granulos, también les comunicé la prohibi-
cion de pasarlos a cualquier persona ajena a la comunidad, pues perderian su fuerza
magica. Esta narracion mitica explica por qué todo lo relacionado con el Kefir se man-
tuvo en secreto durante muchos afios. Como la mayor parte de las fermentaciones
tradicionales, el método casero de hacer Kefir se fue perfeccionando a través de una
larga experiencia. El producto se preparaba en bolsas de cuero, las cuales durante el
dia se sacaban al sol, y por las noches se entraban en las casas, colgandose al lado
de la puerta. En la actualidad se lo produce también de modo industrial, utilizando
generalmente cepas de bacterias y levaduras seleccionadas en reemplazo de los gra-
nulos tradicionales, aunque hay algunos reportes de produccion industrial de Kefir a
partir de una primera fermentacién a menor escala realizada con los granulos [11].

El yogur ya era conocido desde hace 5000 anos vy fue répidamente adoptado en
distintas culturas por sus multiples beneficios para la salud. Entre estos beneficios,
se encuentran los nutritivos, debido a los cambios en la digestibilidad de Ia leche,
su capacidad para proteger el tracto gastrointestinal y su capacidad curativa para las
diarreas y otras dolencias. También se suponia, a partir de datos empiricos, que podia
existir una relacion entre la ingesta del yogur y la longevidad.

Ya a comienzos de la civilizacion helénica, después en la judeocristiana y en el
Asia, se utilizaban las leches fermentadas como un alimento para los nifios y factor de
proteccion para los soldados, siendo utilizadas por los turcos y romanos.

Se cree que el yogur se convirtié en un alimento fundamental para los pueblos né-
madas por su facilidad de transporte y de conservacion. El historiador griego Herédoto
(400 a.C) en un viaje al norte del Mar Negro, habia oido hablar de unas mujeres gue-
rreras llamadas ‘amazonas” que recorrian a caballo las estepas y que criaban ovejas,
caballos y algunos camellos, con cuya leche fermentada se alimentaban sus familias.

Las leches fermentadas también aparecen en los textos biblicos como alimentos
vitales que Dios otorga a su pueblo: a través de un angel, Dios le entrega a Abraham
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el secreto del yogur. Y cuando los angeles le anuncian a Abraham que tendra descen-
dencia, éste les convida leche y cuajada, como signo de hospitalidad [10].

V. PESCADOS FERMENTADOS EN EL ARTICO Y ESCANDINAVIA; QUESOS DE
CABRA EN AMERICA DEL SUR. IMPORTANCIA DE LO SOCIAL

La alimentacién tiene una dimensién social que ha sido puesta en valor por inves-
tigadores de todo el mundo. Los alimentos fermentados la tienen alin mas marcada
pues muchos de ellos, debido a su especial elaboracion, se consumen en celebracio-
nes y fiestas como bodas o cumpleafios. Son sindbnimo de convivialidad, celebracién
e intercambio.

Beber cerveza de mandioca en América del Sur, de milo o de sorgo en Africa, es un
acontecimiento en si mismo que relne a toda la comunidad. Los Inuit (esquimales)
consumen mamiferos marinos (focas y morsas) y peces fermentados, y este proceso
les sirve para preservarlos, diversificar y enriquecer su sabor. Su consumo es altamen-
te apreciado, dando lugar a verdaderos festines, produciéndose incluso un efecto
euforizante en la degustacion.

Los pescados fermentados de los paises escandinavos (asi como los del sudeste
asiatico) se consumen crudos, tienen un sabor y olor muy pronunciado y son social-
mente valorados. En los paises escandinavos se les ha vuelto a prestar atenciéon y se
los aprecia como parte de un patrimonio cultural viviente. Este es el caso del Rakefisk
de los noruegos, que conocido ya desde la Edad Media, siguié siendo silenciosa-
mente consumido a través del tiempo, hasta que varios siglos después comenzo a
ser muy valorizado por la moderna elite urbana. Actualmente se industrializa para
atender a su demanda creciente.

Asi como lo fermentado contribuye con lo social, también requiere de lo social
para su elaboraciéon y esto es tan vélido para los pescados fermentados como para
otras categorias de producto.

Yendo al otro extremo del globo, para América del Sur la funcion social de la fer-
mentacién ha sido bien descripta en el pormenorizado estudio acerca de la fabrica-
cion de quesos de cabra en la Puna Argentina [12]. Se necesitan las redes sociales
de convivencia y de reciprocidad familiar y comunitaria para que los saberes para
fermentar puedan ser transmitidos, para obtener ayuda y poder identificar los lugares
aptos para la fermentacion, asi como para conocer la duracion y envergadura de los
procesos de fermentacion. Lo social también se evidencia en la circulacion de los ini-
ciadores para fermentar o “starters” dentro de una familia o de la comunidad. Resulta
interesante ver como el queso de cabra se involucra en la conformacion y el sosteni-
miento de las relaciones de parentesco por lo que necesita de los otros, en cuanto a
la manipulacion diaria, estacional e incluso generacional de cuajos, sueros, fermentos
y“pancheras” (recipientes donde se guardan los cuajos).
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V1. ALGUNAS INVARIANTES

Hemos visto que la fermentaciéon de las materias primas permite obtener una am-
plia paleta organoléptica. Diversas encuestas realizadas en el campo de la alimen-
tacién muestran una verdadera busqueda de variedad en los sabores mediante la
fermentacion, en especial en las regiones donde la dieta es mondtona. Estos sabores
buscados y especificos, que son resultado de saberes locales tradicionales, permiten
trazar grandes dreas culinarias en el mundo contemporaneo. Asi como en el Artico
los pescados son el objeto méas comun para fermentar, en Africa son los cereales, en
Asia las verduras, el cerdo vy la leche. La fermentacion de las carnes ocupan un lugar
de importancia en la campifna de Europa del sur y del centro.

Y dentro de cada area, a partir de un mismo ingrediente basico sometido a los
diferentes procesos de fermentacion, se logran productos de una diversidad asom-
brosa. Se constituyen asi en una marca de identificacion cultural de la zona y de sus
preferencias culinarias [13]. Tiene sentido entonces que gran parte de los productos
D.0O.C. sean fermentados, desde el champagne y el queso roquefort francés, pasando
por el Kimchi coreano vy la cerveza, y tantos otros sabores y aromas que citan a sus
lugares y saberes de origen.

En los cinco continentes, incluyendo América del Sur, aparece como invariante
que el consumo de bebidas fermentadas alcohdlicas se incluye dentro de un con-
texto social, sea ceremonial o religioso. El alcohol aparece en las historias miticas, en
los sistemas simbdlicos y en las practicas culturales, ritos de pasaje, rituales religiosos,
etc, siempre acompafado de una regulacién social del consumo, como modo de
controlar sus efectos psicoactivos.

Con una mirada més global, nos preguntamos qué tipo de transformacién pro-
duce la fermentacion en una materia prima que la habilita para todas estas funcio-
nes. Siempre fue muy diferente de las practicas culinarias habituales basadas en la
utilizacion del fuego, ya que a la inversa de la coccion —que vuelve inerte a todos los
productos de la agricultura y de la cria de animales— la fermentacion esta estrecha-
mente ligada a la vida. Prolonga la vida y la modifica segin modalidades que pueden
parecermisteriosas’, y esto es posible en gran parte porque reposa en la intervencion
de microorganismos no perceptibles a la simple vista e incluso desconocidos como
concepto hasta mediados del siglo XIX.

La fermentacion ocupa un lugar diferente entre lo crudo y lo cocido, ya que desa-
rrolla y modifica lo vivo, con todo lo que esto implica de exploracion, de riesgo y de
control. No es de sorprender entonces que los productos de la fermentacion hayan
adquirido, a lo largo de la historia, una dimension simbdlica representando el ciclo
de la vida y la muerte. La fermentacién introduce en la materia inerte una especie de
“animacion espectacular’, hace salir la vida de la muerte y puede simbolizar perfecta-
mente la resurreccion [14].

En el caso del vino, la transformacion mediante la fermentacién del mosto pere-
cedero en vino perdurable, era interpretada en la Grecia antigua como una alegoria
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del pasaje de la vida terrestre a la vida eterna [15].

En numerosas sociedades tradicionales, los productos fermentados representan a
la fertilidad subyacente, siempre lista a desarrollarse y crecer desmesuradamente, re-
presentando al mismo tiempo la vida y la muerte. Muchas bebidas fermentadas son
consideradas como portadoras de un poder regenerativo vital, lo que puede verse
en una cantidad muy grande de usos medicinales y de mitos y leyendas sobre las
bebidas y alimentos fermentados.

VII. LA REVOLUCION INDUSTRIAL: PERDIDAS Y GANANCIAS. Louis PASTEUR.

Nos interesa comentar este periodo en Europa porque en él se producen cambios
que van a impactar fuertemente en el modo de vida de la poblacién y en particular,
en su alimentacion.

Basicamente, la dieta se empobrece, ya que la variedad de plantas y animales de
las que disponen las poblaciones rural y campesina para la alimentacién es mayor
que aquella de la que dispone la poblacién que vive en las ciudades.

Es también cuando comienza a decaer la practica hogarefa de elaboracién de los
productos fermentados de modo tradicional.

La Primera Revolucion industrial se desarrolla en Europa, inicialmente en Inglaterra
(1780-1840) y se transfiere rdpidamente a los Paises Bajos y Alemania. Es impulsada
por el descubrimiento de la maquina de vapor, que transforma las técnicas produc-
tivas tradicionales y potencia la industria textil, la metalurgia y la quimica, acelerando
la produccién de mercancias. Es una época de grandes inventos, nacen el ferrocarril
y el barco a vapor.

Se pasa del mundo rural al mundo industrial y el campo, que también comienza a
mecanizarse, produce una fuerte migracion de campesinos a la ciudad. Por una parte,
la ciudad atrae ya que el salario de los obreros que trabajan en la industria triplica lo
que gana un campesino; también mejoran sus condiciones sanitarias, se descubre el
principio de las vacunas y crece la seguridad y la expectativa de vida.

Por otra parte hay un creciente problema alimentario y pérdida de saberes y acti-
vidades tradicionales ligados a la preparacion de la comida y la comensalidad. Es en
este contexto social cuando se van a ir abandonando los saberes tradicionales de la
fermentacion, por falta de espacio y tiempo de las personas.

Entre 1850-1870 se produce en Europa la 22 Segunda Revolucion Industrial, que
continua con la anterior y la potencia. Significard el triunfo de la automatizacion en
las fabricas y de la gran industria sobre la mediana y pequefia, con un aumento de
la produccion y la expansion del mercado mundial de productos. Los ferrocarriles
siguen siendo un fuerte motor, pero se buscan nuevos combustibles en el petréleo
y energfa eléctrica.

En el campo de la alimentacién, hay importantes avances en la conservacion, con
la refrigeracion por compresion a vapor (que actualmente se sigue utilizando en la
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industria cervecera) y casi simultdneamente se trabaja en un sistema mas complejo,
con amoniaco. Surge el transporte refrigerado de alimentos y se producen importan-
tes desarrollos en la quimica.

Es aqui donde aparece la figura del Dr. Pasteur (ver Figura 3). La carrera de Pasteur
puede sintetizarse como la respuesta a un debate de siglos de duracion sobre si la
enfermedad vy la podredumbre son los resultados de la generacién espontanea o si
se propagan o contagian a través de seres vivos moviles. Pasteur hace un descubri-
miento revolucionario y responde que son los microbios los que producen tanto la
fermentacion de los alimentos como las infecciones en los humanos. A Pasteur se
debe la técnica conocida como pasteurizacion (eliminar parte o todos los gérmenes
de un producto elevando su temperatura sobre los 60°C durante un determinado
periodo de tiempo, la pasteurizacion clasica consiste en calentar a 63°C durante 30
min) lo que permiti¢ desarrollar luego la esterilizacion por autoclave (121°C, 15 min).
A través de experimentos, refutd definitivamente la teoria de la generacion esponté-
neay desarroll¢ la teorfa de las enfermedades infecciosas.

Figura 3. Louis Pasteur.

El socidlogo Bruno Latour ha demostrado que la pasteurizacion no fue un des-
cubrimiento repentino sino que fue el resultado de la confluencia de varios factores
culturales, socioldgicos y politicos. Basicamente, fue por interés nacional que el em-
perador francés Napoledn lll le solicita a Pasteur entender por qué, en la floreciente
industria vitivinicola, algunas partidas fermentaban adecuadamente mientras que
otras se arruinaban. Asimismo habia que responder a las necesidades de las guerras
de expansion (de Francia) entendiendo por qué se enfermaban los soldados, como
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debian ser tratados y cudles eran los gérmenes nocivos a destruir y los buenos a
encauzar.

Estas inquietudes, llevadas al extremo de destruir gérmenes, dieron lugar a un hi-
gienismo y una sanitizacion muy fuerte, tanto en Europa como en los Estados Unidos.
En un afan excesivo de dominar a los microbios perjudiciales, se destrufa también los
beneficiosos, con el consiguiente impacto negativo en el sistema inmune y también
en su sistema digestivo de los humanos [16]. Estos conceptos estan en la base de
la llamada Teorfa de la Higiene, la cual hacia fines del siglo XX, preconiza que estar
en contacto con microorganismos de circulacion habitual desde edades tempranas
puede ayudar a prevenir el desarrollo de enfermedades alérgicas y asma.

Para frenar los los efectos negativos que esta hipersanitizacion produce, algunas
propuestas hablan de seguir el ejemplo de numerosas personas que consumen ali-
mentos fermentados con bacterias productoras de &cido lactico, en diversos puntos
del planeta, particularmente en Egipto, los Balcanes, la India, Palestina, Sudéfrica y
muchos otros lugares mas.

VIII. Los uLtimos 100 AROS

Haciendo una sintesis rapida de los Ultimos 100 afos (después de la Tera Guerra
mundial) y de los principales eventos que han impactado en la historia de la fermen-
tacion, podemos senalar que los cambios provienen en su mayor parte del fuerte
desarrollo de la ciencia y la industria, dentro de un contexto de globalizacion de los
mercados y la creciente urbanizacion (ver Tabla 1).

Hacia fines del siglo XX se llega a un periodo critico en el que la ciencia occidental
estaba explorando el mundo con nuevas escalas, utilizando tecnologia de punta para
investigar procesos bioquimicos a nivel microscépico. Es el periodo la ciencia de la
Microbiologia tiene un gran impulso.

El crecimiento exponencial de la poblacién, junto con su concentracion en ciu-
dades, produce un aumento de la demanda de alimentos y un alargamiento de las
cadenas de comercializacion. Los volimenes de produccion aumentan exponencial-
mente y las empresas alimentarias buscan responder a estas necesidades crecientes.
En todos los campos de la alimentacion se va produciendo una centralizacion, estan-
darizacién y empobrecimiento o de las elecciones alimentarias. En 1980, luego de
intensos debates, se patenta por primera vez la vida microbiana, condicionado a que
ésta no se encuentre en estado natural sino que haya tenido alguna modificacion por
la accion humana.

Frente a este panorama, voces de alerta surgen para proteger la diversidad local
de las culturas viendo en ellas una capacidad de conectarse con el mundo natural
y los recursos de salud que en él puedan hallarse [17]. El resurgimiento desde hace
anos de la fermentacion hogarefa de lacteos, vegetales, bebidas como la kombucha
y otros productos busca tanto los beneficios gustativos, nutricionales y de salud para
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la microbiota, como retomar un empoderamiento en la alimentacion y en las eleccio-
nes saludables, siendo clave tener presentes los conceptos de seguridad alimentaria.

También estd ganando conocimiento publico y aceptacion la vision de los mi-
croorganismos fermentadores como parte natural de nuestra vida, lo cual abre un
camino a una mejor calidad de alimentacion.

IX. CONCLUSIONES

Hemos recorrido rdpidamente los principales hitos en la historia de la fermenta-
cion de alimentos y bebidas, y la hemos encontrado siempre ligada a la vida humana.

Vimos que cumple una gran cantidad de funciones manifiestas a favor de la salud
humana, que han sido descriptas y estan en constante ampliacion a través de nuevos
estudios cientificos, muchos de los cuales figuran en este libro. Ellas son preservar,
brindar seguridad alimentaria, agregar nutricion al alimento base, hacerlo benéfico
al funcionamiento gastrointestinal e inmunitario, diversificar y enriquecer la paleta
alimentaria y en resumen, mejorar la alimentacion de los pueblos. Mas intangibles
pero no menos importantes han sido las funciones religiosas y sociales que ha tenido
y aun tienen los alimentos y bebidas fermentadas, contribuyendo a dar cohesion,
identidad y seguridad a las personas.

Entre los humanos y sus dioses (o sus ancestros), lo fermentado alcohdlico ha sido
siempre un ayudante para entrar en contacto con lo sobrenatural, en ese vinculo que
siempre se presenta desigual y deseado. Bajando a la tierra, entre los humanos mis-
mos, lo fermentado (alcohdlico o no) ha sido siempre el facilitador de la convivialidad,
funcion que aun se mantiene en la actualidad.

Pensando en la materia prima natural y el alimento final logrado, podriamos decir,
junto con algunos pensadores, que la fermentacién se ubica entre lo crudo lo cocido.
Ya que hemos visto que la fermentacién opera sobre los productos naturales, pero
en lugar de quitarles la vida con el fuego (como lo cocido) toma lo crudo vy le ayuda
a desplegar su vida interna, a crecer sin que se desborde. Entonces la fermentacion
serfa una especie de bisagra entre la naturaleza y la cultura.

Sin embargo, pensando en los conocimientos vy los trabajos necesarios para fer-
mentar, pensando también en la domesticacion de los microbios y en las muchas
funciones de tipo espiritual que los alimentos y bebidas fermentadas cumplen, he-
mos llegado a la conclusion que la fermentacion pertenece definitivamente al cam-
po de la cultura humana.Y como tal, es digna de valorar, preservar y desarrollar.

X. DECLARACION DE POSIBLES CONFLICTOS DE INTERES

Patricia Schneier ha desempefiado su actividad profesional en Danone Argentina
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VARIEDAD DE ALIMENTOS FERMENTADOS EN JAPON Y
OTROS PAISES DEL ESTE ASIATICO, Y LOS MICROORGANISMOS
INVOLUCRADOS EN SU FERMENTACION

Akihito Endo
a3endou@nodai.ac.jp

- Department of Food, Aroma and Cosmetic Chemistry, Tokyo University of Agriculture, Japan

RESUMEN

Japon y otros paises del este asiatico (por ejemplo China y Corea del
Sur) tienen muy diferentes culturas alimentarias, cuando se las compara
con pafses de occidente, y la comida fermentada es crucial en su cultura.
La mayor proporcion de alimentos fermentados en Japén son los condi-
mentos fermentados, los vegetales fermentados, las bebidas alcohdlicas
y otros, y las variedades propiamente dichas de condimentos y vegeta-
les fermentados son caracteristicas de Japon.

La cultura de fermentacion de alimentos de Japdn esté caracterizada
por la ausencia de los tradicionales productos lacteos fermentados. Para
la produccion de bebidas alcohdlicas y condimentos fermentados, fre-
cuentemente se utiliza el Aspergillus spp. como microorganismo inicia-
dor para la hidrdlisis del almidén de los ingredientes. La glucosa que se
produce en esa hidrdlisis es luego utilizada para la produccién de etanol
y/0 las sustancias quimicas aropaticas. Los vegetales fermentados son
una fuente rica de bacterias acido-lacticas viables, que tendrian efectos
benéficos sobre la salud de la poblacion. En esta revision se incluye una
introduccién a los alimentos fermentados tradicionales en Japdn, China
y Corea del Sur, asi como a los microorganismos que estan involucrados
en esa fermentacion.
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l. INTRODUCCION

Los paises del este asiatico, incluyendo Japdn, se diferencian entre otras cosas
de los paises de occidente, por sus habitos dietarios tradicionales. Los japoneses
consumen principalmente arroz en lugar de pan, como fuente de carbohidratos, y
poseen muchos vegetales fermentados Unicos, asi como también condimentos fer-
mentados. Por otro lado, el consumo de productos lacteos es en general un habito
moderno en Japdn y otros paises del este asiatico, y por lo tanto no se los ve mucho,
salvo en Mongolia. Como consecuencia, histéricamente, los vegetales fermentados
son la fuente principal para el consumo de bacterias-acido-lacticas viables (LAB, por
sus siglas en inglés) en esta region. En esta revision se introducen las caracteristicas
y microorganismos de los alimentos fermentados en Japén. También se describen
brevemente los alimentos fermentados de Corea del Sur y China.

Il. BEBIDAS ALCOHOLICAS

En Japon, Corea del Sur y China, las bebidas alcohdlicas habitualmente utilizan
cereales y/o papa como ingredientes principales. Como estos ingredientes contie-
nen grandes cantidades de almidon, pero menos mono y disacaridos, la hidrolisis de
los almidones es un paso esencial previo a la fermentacion alcohdlica. A diferencia
de las bebidas alcohdlicas occidentales, esta hidrdlisis es llevada a cabo por cultivos
de Aspergillus en forma de moho, en la produccion de bebidas alcohdlicas japonesas.
Estos cultivos estan disponibles en negocios especializados en forma de moho cre-
cido sobre muestras de arroz, y las levaduras que realizan la fermentacion alcohdlica
estan disponibles en la Brewing Society de Japdn, en la forma deshidratada, cultivo
activo o inéculos.

[ILA. SAKE

El sake es una bebida alcohdlica tradicional japonesa hecha a partir de arroz, pro-
ducida en las regiones frias de Japon, en invierno. Para la produccion, el arroz hecho
al vapor es inoculado con moho de Aspergillus oryzae incubado a 30°C por dos dias.
Este arroz crecido con moho es denominado koji (ver figura 1) y el Aspergillus oryzae
es denominado moho-koji en Japdn. Durante la incubacion, el A. oryzae acumula
amilasas (fundamentalmente a-amilasa and glucoamilasa) para degradar el almidén
en glucosa (ver Figura 2). El koji luego es mezclado con agua y la levadura fermenta-
dora productora de alcohol denominada Saccharomyces cerevisiae, e incubado por
2 a 4 semanas para producir la semilla de levadura (ver Figura 3). Esta semilla de le-
vadura es luego mezclada con mas koji, mas arroz hecho al vapor, y agua, para pro-
ducir la fermentacion alcohdlica. Esta Ultima generalmente es realizada a 10-15°C
por 4 semanas. En la etapa de preparacion de la semilla de levadura y en la etapa de

45



CAPITULO 2 - VARIEDAD DE ALIMENTOS FERMENTADOS EN JAPON Y OTROS PAISES DEL ESTE ASIATICO

fermentacion alcohdlica, los LAB que crecen espontdneamente producen lactato a
partir de glucosa (ver Figura 2), y este lactato previene el crecimiento de otros mi-
croorganismos que podrian echar a perder el proceso. Este fendmeno posiblemente
se debe a su psicrotolerancia y capacidad de crecimiento a baja temperatura. Al final
de la fermentacion, la concentracion de alcohol y el pH en la mezcla generalmente
alcanzan el 15-17% v/v y 4.0 respectivamente.

Figura 1. Arroz koji (crecido con A. oryzae) para la produccion de sake (Hakkaisan
brewery ©HAKKAISAN).

Figura 2. Microorganismos involucrados en la fermentacion del sake.

Arroz (almidén)

Aspergillus oryzae

Glucosa

Lactobacillus sakei,

Saccharomyces cerevisiae .
Leuconostoc meseteroides

Alcohol y otros Lactato
auimicos aromaticos
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Figura 3. Superficie de la semilla de levadura de sake (Hakkaisan brewery
©HAKKAISAN).

Las burbujas son generadas por la produccidn de CO, por parte de S. cerevisiae.

Hay estudios que demuestran que la expresion de genes en la levadura S. cere-
visiae se incrementa a 1012, representando un 15,9% del total de sus genes [1]. Los
genesinvolucrados en este proceso estan asociados a la respuesta al estrés, la orga-
nizacion de la pared celular, la biogénesis y el transporte de electrones, sugiriendo
que podrian estar asociados a la tolerancia al alcohol de la levadura. Durante la
fermentacion alcohdlica, S. cerevisiae también produce varios compuestos aromati-
cos, entre ellos el acetato de isoamilo, al cual se le atribuye el aroma caracteristico
del sake [2]. Esta sustancia es producida a partir del acetil-CoA y alcohol isoamilico
por la levadura.

Los productos fermentados son habitualmente filtrados para remover las parti-
culas de arroz remanentes, y el sake clarificado resultante es luego vendido en los
mercados con o sin calentamiento posterior. Dicho calentamiento tiene la funcién
de eliminar los microorganismos contaminantes que podrian producir amargor o
cambios en el sabor y turbidez del producto final. Estos microorganismos podrian
ser Lactobacillus acetotolerans, L. fructivorans, L. hilgardii, y L. paracasei [3, 4]. Los japo-
neses degustan el sake frio o tibio, y también lo utilizan en la preparacién de platos
japoneses tipicos.

Estudios recientes arrojaron un poco de luz sobre las propiedades de cada uno
de los microorganismos involucrados en la fermentacion del sake. La caracterizacion
genodmica del A. oryzae revelé que su genoma contiene abundantes genes relaciona-
dos con el metabolismo, por ejemplo genes que codifican para enzimas amiloliticas
y pectinoliticas, cuando se lo compara con el genoma de sus “parientes filogenéticos”
[5]. El moho es también es un gran degradador de proteinas/péptidos y posee 134
peptidasas codificadas en su genoma, nimero muy superior al de otros Aspergillus
[5]. Se cree que estas caracteristicas serian clave para acelerar el uso biotecnoldgico
de A. oryzae en numerosas fermentaciones de alimentos. El genoma de S. cerevisiae
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cepa K7 para la produccién de sake fue caracterizado en comparacion con la cepa
$288C de S. cerevisiae, de laboratorio. Dicha comparacion mostrd una gran similitud
en el genoma de ambas cepas, pero diferencias en las regiones subteloméricas [6].
Este reporte podria implicar que la adecuaciéon de S. cerevisiae para la produccion
de sake es dependiente de la cepa, no tanto por la presencia/ausencia de los genes
correspondientes, sino por el perfil de expresion de los genomas.

[1.B. SHocHU

El shochu es una bebida espirituosa destilada tradicional japonesa, principalmente
producida en la regién sur Kyushu de Japodn. Para la producciéon de shochu es prepara
koji como se hace con el sake. El ingrediente de este koji generalmente es cebada,
arroz o batata. Estos ingredientes son cocinados al vapor e inoculados con moho. Para
ello se utilizan el moho-negro de Aspergillus awamori, 0 moho-blanco de Aspergilus
kawachii, que taxondmicamente corresponden a Aspergillus luchuensis y Aspergillus
niger [7] respectivamente. Estos mohos se utilizan para la hidrolisis del almidén de
los ingredientes. Ademas, producen citrato, que contribuye a preservar el sustrato
del crecimiento de microorganismos que podrian arruinarlo durante la fermentacion.
El koji es luego mezclado con agua y levaduras S. cerevisiae e incubado durante 7 a
10 dias, para producir el indculo de levaduras. El inéculo de levaduras es diluido en
agua y el ingrediente principal cocinado al vapor (el que corresponda), e incubado
durante 10 a 15 dias para producir la fermentacién alcohdlica principal. Dichos ingre-
dientes suelen ser arroz, cebada, batata o azdcar morena. Si el ingrediente principal
suele es arroz o cebada, se utilizan esos mismos ingredientes para preparar el koji. En
cambio, cuando el ingrediente principal es batata, el koji también puede producirse
con cebada. Finalmente, cuando el ingrediente principal es azlcar morena, el koji se
prepara con arroz.

Durante la fermentacion, el citrato acumulado por el moho reduce el pH hasta
cerca de 3-3,5 en el indculo de levadura, y a 4-4,5 en las mezclas de fermentacion
alcohdlica. Durante la fermentacion alcohélica utilizando batata, puede observarse
el crecimiento de Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Lactococcus lactis de manera
espontanea [8]. Los LAB se han observado raramente en la fermentacion alcoholi-
ca realizada utilizando cebada o arroz como ingredientes principales. Luego de la
fermentacion alcohdlica, las mezclas son sometidas a una destilacion simple con o
sin presion reducida. Algunas veces se utiliza la destilacion continua, aunque condu-
ce a productos con menor aroma. Los productos destilados habitualmente tienen
tiempos de envejecimiento que van desde unos pocos meses hasta ahos en vasijas
de barro, tanques de acero inoxidable o barriles de jerez, con excepcion del shochu
preparado a partir de batata, que no se afeja tanto tiempo luego de la destilacion. El
shochu habitualmente es degustado con hielo, luego de la dilucion con agua, o con
agua caliente.
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[1.C. AWAMORI

El awamori es una bebida destilada espirituosa tradicional japonesa, solamente
producida en el drea de Okinawa, en las pequenfas islas del sur de Japon. Tal como
ocurre con el sake y el shochu, la producciéon del awamori comienza con la prepara-
cion del koji. En este caso, el koji se prepara Unicamente con arroz. Para ello se utiliza
el moho negro de Aspergillus awamori, que también se utiliza para la hidrolisis del
almidon del arroz cocinado al vapor. La fermentacion se realiza por 2 a 3 semanas.
A diferencia del shochu, la fermentacién del awamori no posee una etapa previa de
preparacion de un indculo de levadura, y tampoco se agregan otros ingredientes. Las
mezclas fermentadas habitualmente son destiladas sin presion reducida. Los produc-
tos son luego afiejados en vasijas de barro o tanques de acero inoxidable durante
anos. El awamori generalmente se degusta con hielo, luego de la dilucién con agua,
0 con agua caliente.

[1.D. BeBiDAS ALCOHOLICAS DE CHINA Y COREA DEL SUR

El makgeolli, también llamado takju, es una bebida alcohdlica turbia tradicional
de origen coreano, producida a partir de arrox y trigo. La producciéon del Makgeolli
también tiene un paso incial de preparacion de koji. El arroz y/o trigo, junto con
Aspergillus spp. son utilizados para la produccion de ese koji. Este, luego, es diluido
en agua, y esa dilucién es fermentada por S. cerevisiae. El producto fermentado habi-
tualmente contiene entre 6 y 8% de etanol. Los lactobacilos que crecen espontanea-
mente contribuyen a la produccion de lactato y ciertos compuestos aromaticos. El
producto estd disponible en mercados, en forma de una bebida turbia, y usualmente
se lo consume frio.

El huangjiu, también llamado vino amarillos, es el mas famoso de los vinos chinos,
principalmente hecho de arroz. El Huangjiu también emplea koji en su preparacion,
pero se lo llama gu. Ese gu esta hecho a partir de trigo molido y contiene Aspergillus
oryzae, Rhizopus oryzae, y Rhizopus microsporus como agentes para la hidrolisis del
almidén [9]. La levadura Saccharomyces cerevisiae es la responsable de la fermenta-
cién alcohdlica, y durante ese proceso se acumula 14 a 18% de etanol en el producto
final. Saccharopolyspora da cuenta de la mayor poblacion de microorganismos en la
fermentacion del huangjiy, y la abundancia relativa de este género se incrementa
durante la fermentacion [10]. Estudios metagendmicos sugieren que este microorga-
nismo posiblemente contribuye a la formacion del sabor durante la fermentacion del
huangjiu, junto con las bacterias -acido-lacticas y otros microorganismos. El huangjiu
usualmente se degusta frio o tibio, y se emplea para preparar numerosos platos de
comida tradicionales chinos.
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I1l. CONDIMIENTOS FERMENTADOS

Japodn tiene un rico repertorio de condimentos fermentados tradicionales, que
son esenciales para preparar numerosos platos japoneses. Estos condimentos tienen
largas historias, de mas de 1000 afios. En general, son producidos a partir de cerea-
les y porotos de soja. Tal como ocurre con las bebidas alcohdlicas, la produccion de
muchos de estos condimentos fermentados comienza con la produccion de koji, uti-
lizando moho. Estos mohos estan disponibles en negocios especializados en la provi-
sién de microorganismos iniciadores, en la forma de arroz con moho ya crecido, y las
levaduras involucradas en la fermentacion estén disponibles en la Brewing Society de
Japon, en la forma de productos deshidratados, cultivos activos o inéculos.

[1I.LA. Miso (PASTA DE POROTOS DE SOJA)

El miso es una pasta de porotos de soja utilizada en numerosos platos en Japon.
La produccion de miso también comienza con la preparacion de koji. Los ingredien-
tes de este koji pueden ser arroz, trigo, cebada o porotos de soja. El Aspergillus oryzae
es el microorganismo de eleccion para realizar la hidrolisis de los almidones presentes
en el koji. El koji es luego mezclado con sal, una pequena cantidad de agua, la leva-
dura Zygosaccharomyces rouxii [11] y porotos de soja cocinados al vapor y prensados,
para dar lugar a la fermentacién durante varios meses (de 2 a 6). La concentracion
de sal es generalmente del 10 al 13% (p/v); tal concentraciéon de sal en los productos
constituye una preocupacion en torno a la salud de la poblacion, especialmente en
personas con hipertension, y por eso existen variantes de este producto con baja
concentracion de sal (8 a 10%), que se han vuelto populares en las Ultimas dos déca-
das. Las razones para las elevadas concentraciones de sal, son que estas cantidades
son inhibidores fuertes del crecimiento de microorganismos. El koji y la levadura son
seleccionados de manera que toleren dicha concentracién salina. El Tetragenococcus
halophilus, un LAB haléfilo también esté involucrado en la fermentacion [12], contri-
buyendo al desarrollo del sabor en el producto final. El miso es un ingrediente prin-
cipal de la sopa de miso, una sopa tradicional y popular en Japén, y los japoneses
tradicionalmente toman esta sopa al menos una vez al dia. El miso también se em-
plea para preparar los fideos ramen en sopa saborizada con miso (el ramen puede
prepararse con distintos sabores acompanantes), y algunas veces también se lo em-
plea para saborizar carnes, pescados y vegetales. El consumo promedio de miso en
Japon es de 1,8 kilos, por persona, por afo (datos de 2016).

[1l.B. SHOYU (SALSA DE SOJA)
La shoyu es una salsa tradicional fermentada japonesa de soja, preparada a partir
de porotos de soja, trigo, sal y agua. El proceso de fermentacion de la shoyu también

implica la preparacion de koji. Los porotos de soja y el trigo son cocinados al vapor,
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mezclados e incoulados con moho de koji, preparado con Aspergillus sojae o A. ory-
zae. Estos dos mohos tienen actividades de peptidasa similares, pero se diferencian
en su contenido de enzimas amilo-liticas. El Aspergillus sojae posee actividades amilo-
liticas relativamente débiles, en relacion con el A oryzae. Esta actividad mas débil
en Aspergillus sojae puede deberse a un menor nimero de copias de los genes que
codifican para las amilasas, en su genoma [13], cuando se lo compara con el genoma
de A. oryzae. El koji se coloca en salmuera y fermentado por 6 a 8 meses. Esta salmuera
contiene 14 a 18% (p/v) de cloruro de sodio. Durante dicha fermentacion, la leva-
dura haldfilas Z rouxii y el LAB T. halophilus son inoculados como microorganismos
iniciadores. La levadura produce una proporcién importante de la sustancia que da
el sabor caracteristico a la shoyu, el 4-hidroxy-2-etil-5-metil-2(2h)-furanona [14], que
también tiene importantes propiedades antioxidantes y anticarcinogénicas [15]. El
T. halophilus contribuye a la bipreservacion y el sabor del shoyu, por asimilacion de
carbohidratos y aminoacidos, y por la produccion de lactato. La coexistencia de estos
microorganismos tiene impacto en los perfiles de produccion de compuestos volati-
les durante la fermentacion [16]. Los productos fermentados son prensados para pre-
parar el jugo shoyu. Dicho jugo es luego calentado para matar los microorganismaos,
y luego filtrado para obtener un producto clarificado. La shoyu es empleada para pre-
parar numerosos platos en Japdn, incluyendo la saborizacion de sopas (entre ellas, la
sopa de fideos ramen saborizada con shoyu), vegetales cocidos, pescados cocidos,
carnes cocidas, natto (porotos de soja cuya preparacion se describe mas adelante
en este capitulo), etc. La shoyu es también importante en la degustacion de sushi'y
sashimi. El consumo promedio de shoyu en Japon fue de 2,5 litros por persona, por
ano, en 2016.

[11.C. Kurozu (KUROSU)

El kurozu es un vinagre de arroz tradicional, producido en el drea de Kagoshima,
una region al sur de Japon. El proceso de produccion de kurozu comienza también
con la preparacion de koji. El ingrediente primordial del koji es arroz no pulido, que
también es utilizado para ser inoculado con el moho de A. oryzae, luego de su coc-
cién al vapor. El arroz con el moho ya crecido es puesto luego en vasijas y cubierto
con mas arroz cocido al vapor, agua y koji. El A. oryzae hidroliza el almiddn de maiz en
glucosa, y esta es luego convertida en alcohol y lactato por la levadura S. cerevisiae
y los lactobacilos, respectivamente. El alcohol es posteriormente transformado en
acetato por el Acetobacter pasteurianus [17]. Estas tres etapas se producen de mane-
ra simultanea en vasijas de barro dejadas a la intemperie. La levadura, los LAB y las
bacterias acido-acéticas involucradas en la fermentacién no son inoculadas como
iniciadores, sino que son “habitantes” de las vasijas, a causa de su permanente uso en
la produccién de este vinagre. La fermentacion toma entre 6 y 8 meses, y los produc-
tos fermentados son afejados luego en las mismas vasijas de barro por 1 o 2 afos,
también a la intemperie. El proceso de afiejamiento cambia el sabor y el color final
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del producto; los productos bien afiejados son de color dmbar oscuro. El kurozu es
utilizado para sazonar carnes y también para preparar un jugo, cuando se lo mezcla
con miel y frutas. Los beneficios del kurozu para la salud son la prevencion de la coli-
tis, la inhibicion del crecimiento tumoral y el mejoramiento de la disfunciéon cognitiva,
segun estudios en animales [18-20].

[11.D. CONDIMENTOS FERMENTADOS EN CHINA Y COREA DEL SUR

Chinay Corea del Sur también tiene numerosos condimentos fermentados tradi-
cionales, que son importantes para la cultura de preparacion de alimentos en esos
paises. El douchi, el tianmianjiang y el doubanjiang son los mas importantes condi-
mentos fermentados en pasta, de China, y estan hechos esencialmente de porotos
de soja [21]. El gochujang y el doenjang son los condimentos en pasta fermentados
tradicionales mas populares en Corea, y estan hechos principalmente de porotos de
soja, con o sin el agregado de pimientos rojos [21]. Estos son esenciales para la prepa-
racion de platos Coreanos tradicionales. Al igual que ocurre con el miso en Japodn, sus
fermentaciones generalmente se realizan por una combinacién de mohos, levaduras
y bacterias (LAB y otras) [22-24] a excepcion del douchi, que algunas veces se prepara
sin utilizar moho [25].

IV. VEGETALES FERMENTADOS

IV.A. VEGETALES FERMENTADOS UNICOS DE JAPON

Hay numerosos tipos de vegetales fermentados en Japon. Entre ellos, estan el
nozawanazuke (hecho de nozawana), el takanazuke (hecho de takana), el shibazuke
(hecho de berenjenas, pepinos y albahaca roja japonesa), el sugukiduke (hecho de
hojas, brotes y frutas de nabo), el hiroshimanazuke (hecho de hiroshimana), el sunki
(hecho de hojas, y brotes de nabo rojo) (ver Figura 4.a), el shakushinazuke (hecho de
shakushina), etc. Generalmente, cada uno de ellos es caracteristico de una region de
Japon. El nozawana, takana, hiroshimanay shakusina son vegetales locales cultivados
Unicamente en regiones especificas de Japon, y son todos de la familia Brassicaceae
de vegetales. La fermentacion se realiza de manera espontanea, y estan invoucradas
varias especies de LAB. Los LAB contribuyen a un sabor levemente agrio y a la preven-
cion del crecimiento de microorganismos que pudieran arruinar el producto.

De los vegetales fermentados, el sunki se distingue de los demds porque su pro-
duccion se realiza sin sal. La sal es importante para la produccion de vegetales, para
extraer agua y nutrientes de las células del vegetal por presion osmatica, lo que faci-
lita el crecimiento de los LAB. Durante la produccién del sunki, las hojas de nabo rojo
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son blanqueadas y prensadas para extraer los nutrientes que luego permiten el creci-
miento de los LAB. El sunki es un vegetal fermentado muy interesante, porque en su
produccion predomina el Lactobacillus delbrueckii [26, 27]. Esta especie generalmente
se la considera como un lactobacilo propio de la fermentaciéon de productos lacteos.
Estos vegetales fermentados son luego consumidos como acompafiamiento, sin ca-
lentamiento previo.

El nukaduke (ver Figura 4.b) y el hakusaizuke (hecho de repollo chino) son los
vegetales fermentados mas populares en todo el drea de Japdn. La produccion del
nukaduke comienza con la produccién del nukadoko, que es una mezcla de salvado
de arroz fermentado. Inicialmente, el salvado de arroz es mezclado con salmuera (5-
10 % p/v de sal), y varios vegetales (principalmente berenjenas, pepinos, zanahorias,
nabos, etc) se colocan en una pasta de salmuera de salvado de arroz, y mantenido
varias semanas para preparar un nukadoko bien madurado. Durante este tiempo, los
vegetales fermentados son retirados, y se agregan vegetales frescos dentro del nuka-
doko, cada 2 o 3 dias, para proporcionar nutrientes para el crecimiento bacteriano. El
nukadoko bien madurado es luego utilizado para la preparacion del nukaduke. Los
vegetales son colocados en el nukadoko y fermentados por 1 a 2 dias. Luego son
enjuagados con agua, y consumidos como acompafamientos. En el nukadoko, los
lactobacilos crecen espontdneamente, y tienen roles importantes para desarrollar el
sabor y la agriedad caracteristicas del nukaduke. Varias especies de LAB pueden ser
encontradas en la superficie de los vegetales, pero los que predominan son siempre
lactobacilos. Esto podria ser una consecuencia de la tolerancia natural de los lacto-
bacilos a la acidez. De hecho, el lactobacilo mayoritario en el nukadoko maduro es el
Lactobacillus acetotolerans, que es tolerante al acido [28, 29].

Figura 4. Foto de sunki fermentado (a) y nukaduke (nabos y pepinos) en el
nukadoko (b).

Los vegetales del nukaduke habitualmente se cubren completamente con nukadoko (mezcla de
salvado de arroz fermentado).
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La mayoria de los paises del este asiatico (a excepcion de Mongolia) tienen una
historia relativamente corta de consumo de productos lacteos; esta historia tiene tan
solo 100 anos en Japon. Por el contrario, los vegetales fermentados tienen una tra-
dicién en la dieta japonesa que supera los 1300 afos. Los vegetales fermentados
propiamente dichos, o en jugos, habitualmente contienen 106 a 108 células de LAB
viables por gramo o por mililitro. Esto significa que los vegetales fermentados pero
no los productos lacteos han sido fuentes de consumo de LAB viables en la historia
de Japon. Se sabe que los LAB presentes en productos lacteos y vegetales fermenta-
dos son muy diferentes entre si, en cuanto a sus especies. Por ejemplo, Lactobacillus
acidophilus, L. helveticus, L. kefiranofaciens, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii
subsp. lactis, L. paracasei'y Lactococcus lactis son representativos de los LAB presentes
en productos lacteos, y varios lactobacilos (incluyendo Lactobacillus sakei, L. curvatus,
L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, etc.), asi como Leuconostoc spp. y Pediococcus spp.
son los LAB mayoritarios de los vegetales. Estos LAB originalmente encontrados en
vegetales fermentados son ahora utilizados como candidatos probidticos en produc-
tos lacteos y no lacteos [30,31].

IV.B. VEGETALES FERMENTADOS DE CHINA Y COREA DEL SUR

El kimchi es el vegetal fermentado tradicional mas popular de Corea del Sur, y
esta hecho principalmente de repollo chino como el ingrediente principal, con va-
rias especias, incluyendo polvo de pimiento rojo, ajo y jengibre, con o sin pescado
fermentado. La produccion del kimchi habitualmente implica una etapa de fermen-
tacion espontanea y se ha reportado que varios Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
y Weissella spp estan involucrados en este proceso [32]. El zha caiy el suan tsai son
vegetales tradicionales fermentados en China y Taiwan, y estdn hechos de brotes y
hojas de la planta de mostaza, respectivamente. Los microorganismos involucrados
mayoritariamente en estas fermentaciones son Lactobacillus spp. y Leuconostoc spp.,
y en menor medida Weissella spp. [33].

V. OTROS

Hay numerosos otros alimentos fermentados que se producen en Japon. El natto,
por ejemplo, es un producto tradicional y popular producido a partir de porotos de
soja fermentados. Originalmente se lo producia poniendo porotos cocinados al va-
por en espigas de arroz hervidas. Estas espigas eran cerradas e incubadas por 1 dia.
Los microbios de las espigas generalmente mueren con el hervor (de aproximada-
mente 15 minutos), mientras que solamente el Bacillus subtilis, un microorganismo
formador de esporas, sobrevive en esas condiciones. Dicho microorganismo fermen-
ta espontaneamente los porotos de soja contenidos en las espigas, resultando en
un producto final pegajoso. El natto recientemente ha comenzado a ser producido
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por la inoculacion de cultivos puros de Bacillus subtilis en porotos de soja cocinados
al vapor, en contenedores plasticos. El natto contiene varios compuestos bioactivos,
incluyendo vitaminak y nattokinasa. La nattokinasa es considerada un aditivo alimen-
tario funcional promisorio para tratar enfermedades cardiovasculares [34].

El kusaya es un producto de pescado deshidratado, producido Unicamente en las
islas Izu de Japon. Para su preparacion, los pescados son embebidos en jugo de ku-
saya, lavados delicadamente con agua y secados al sol. El jugo de kusaya se produce
con salmuera (5-15 % p/v de sal), remojando los filetes de pescado. El jugo de kusaya
no se descarta, sino que se conserva por el agregado de salmuera fresca, llegando
a durar afos. A diferencia de la microbiota en otros alimentos fermentados, los LAB
no son la poblacion mayoritaria en el jugo de kusaya. La microbiota cambia consi-
derablemente segun la isla, siendo que en algunos casos domina el Halanaerobium
spp., mientras que en otros Tissierella spp. [35]. La microbiota produce fuertes olores
que se transfieren facilmente a los productos finales. Los pescados mas habitualmen-
te utilizados son la macarela pladtano (Decapterus muroadsi) o los peces voladores
(Cypselurus agoo). Los peces preparados en el kusaya son luego grillados y comidos
como acompanamiento.

El goishichay el awabancha son hojas de te fermentadas por microorganismos en
la isla de Shikou, de Japdn. Para la produccion del goishicha, hojas frescas de te son
cocidas al vapor, y parcialmente descompuestas por moho (por el hongo Aspergillus
spp., que tiene actividad celulasa), y luego fermentadas durante varias semanas y
secadas al sol (ver Figura 5). La produccion de awabancha tiene pasos similares, co-
nexcepcion de que la descomposicion de las hojas no ocurre por moho, sino que
es reemplazada por una maquina. Los microbios mas representativos durante la fer-
mentacion son Lactobacillus plantarum y L. vaccinostercus [36]. Como consecuencia
de los largos periodos de fermentacion por lactobacilos, los productos finales con-
tienen grandes cantidades de lactato y acetato, resultando en productos muy agrios.
Los productos son luego bebidos como tés enriquecidos en posbidticos.

Figura 5. Goishicha fermentada antes (a) y durante el secado (b).
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El Narezushi es una comida fermentada preparada a partir de arroz y pescado tra-
tado con sal y vinagre, y es una comida precursora del sushi moderno. Varias especies
de pescado son empleadas para su produccién, incluyendo caballa, jurel y ayu. La
fermentacion habitualmente toma 1 a 3 meses, y el producto final contiene células
de LAB viables entre 106 a 107 UFC/gramo. El lactato y el acetato son los dcidos or-
ganicos mayoritarios en los productos finales. Las tecnologias de Secuenciacion de
Nueva Generacion (NGS) revelaron que los Lactobacillus spp. son dominantes duran-
te el periodo de fermentacion, y que Lactococcus spp. y Leuconostoc también tienen
su cuota de participacion [37]. El Clostridium sp. también fue detectado en una pro-
porcién minoritaria (con una abundancia relativa de aproximadamente el 6% al dia
7 de fermentacién), aunque su impacto no ha sido estudiado todavia. El producto
fermentado es consumido como acompanamiento en platos sin calentar, lo que im-
plica que es una rica fuente de LAB viables.

V1. CONCLUSIONES

Como se describié antes, are numerosos alimentos fermentados tradicionales en
Japoén. Estos son consumidos como acompanamientos (principalmente vegetales
fermentados), como aderezos de otros platos (fundamentalmente los condimentos
fermentados, como el natto, kusaya y narezushi), y como bebidas (principalmente al-
cohdlicas, hojas de té fermentadas y kurozu). Todos estos productos suelen contener
grandes cantidades de microorganismos tanto viables como muertos. En Japon, el
consumo de productos lacteos es relativamente reciente, sugiriendo que la intro-
duccién de probidticos y posbiodticos ha ocurrido de la mano de alimentos fermen-
tados y no de productos lacteos. La dieta habitual tipica de los japoneses, contiene
numerosos alimentos fermentados; los beneficios de estos alimentos tradicionales
(especialmente aquellos preparados con porotos de soja) han sido parcialmente su-
geridos [38, 39]. No obstante, se necesitan mas estudios para caracterizar en detalle
los beneficios de salud que estos alimentos fermentados pueden proporcionar.
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RESUMEN

Las interacciones entre los seres humanos y los microorganismos
representan una parte central de una gran variedad de procesos fisio-
l6gicos y metabdlicos. El intestino esta adaptado al intercambio bidi-
reccional entre el huésped y su microbiota, la cual estd compuesta por
una comunidad de miles de millones de microorganismos. Tan solo la
cantidad de bacterias residentes en el intestino ya supera en nimero a
las células somaticas y germinales humanas en mas de diez veces, a la
vez que representa un genoma microbiano combinado muy superior
al genoma humano. En la actualidad, se han utilizado enfoques mole-
culares de estudio de los microorganismos para examinar en detalle la
individualidad y la estabilidad de la microbiota intestinal (MBTi), permi-
tiéndonos avanzar en su conocimiento como nunca antes.

La MBTi comienza a formarse desde el vientre materno, y se fortalece
y diversifica principalmente en los primeros 1000 dias de vida, durante
los cuales la genética, la forma de nacimiento, la lactancia maternay la
inclusion de alimentos sélidos cumplen un rol central e insustituible. Esa
MBTi ird madurando, modificandose y envejeciendo a lo largo de la vida
del huésped, acompanandolo como una“firma personal dinamica” que,
mas alla de los cambios y agresiones, siempre conservara caracteristicas
establecidas durante los dos primeros afios de vida.

La MBTi cumple una variedad de funciones similares a las de un
organo mas del cuerpo humano. Esta especie de “6rgano difuso” for-
ma una unidad estructural que esta encargada del cumplimiento de
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determinadas funciones, en el seno de un organismo multicelular; en
este caso, cada uno de nosotros. Su actividad genera siempre algun
impacto —positivo o negativo- para la salud, pudiendo ser, en caso de
disbiosis, causa primaria y secundaria de muchas enfermedades. En ese
sentido, la cantidad y diversidad de sus microorganismos son decisivos:
una microbiota diversa es una microbiota saludable. Una dieta saluda-
ble y variada que incluya alimentos fermentados vy fibra, el ejercicio y el
contacto con la naturaleza, el parto vaginal y la lactancia materna, asf
como el uso racional de antibidticos, son las estrategias mas favorables
para el mantenimiento de una MBTi fuerte, algo esencial para nuestra
salud.
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l. INTRODUCCION

Quizas sea el momento de reivindicar a los gérmenes. Estamos habituados a des-
preciarlos, porque solo los reconocemos como causantes de infecciones, asociados a
una gran variedad de enfermedades o al deterioro de alimentos. Sin embargo, el avan-
ce de la ciencia y una mirada contemporanea acerca de la salud y la enfermedad nos
han acercado —especialmente durante la Ultima década- a una perspectiva diferente,
en la que los gérmenes comenzaron a ser considerados socios de ese huésped que
cada uno de nosotros es. Porque a lo largo de nuestro camino evolutivo los seres hu-
manos hemos ido estableciendo y fortaleciendo una relaciéon simbiodtica con multiples
microorganismos. Esta relacion ha sido beneficiosa para ambos, al punto de que hoy sa-
bemos que una variedad enorme de ellos actua a diversos niveles, favoreciendo nuestra
inmunidad y regulando una variedad previamente impensada de funciones fisiolégicas
y metabdlicas. Hoy existe una abrumadora evidencia cientifica que permite derrumbar
el prejuicio que hemos tenido durante muchisimos afos respecto de los microorganis-
mos en general. Prejuicio insostenible cuando verificamos que la convivencia con ellos
nos proporciona claros beneficios para la salud. A ese conjunto de microorganismos
que se encuentran generalmente asociados a tejidos sanos del cuerpo humano (piel,
Mucosa, etc.), y que residen en estos lugares en forma mas o menos permanente, se los
denomina “microbiota’ En su mayorfa realizan funciones especificas en todos los sitios
en los que se distribuyen, pero se encuentran en mayor cantidad y complejidad a nivel
del aparato gastrointestinal. Esta es la “microbiota intestinal” (MBTI), la que, al igual que
el resto de la microbiota, responde sensiblemente tanto a cambios endégenos como
exdgenos. Por eso podemos afirmar que somos un ecosistema que incluye millones de
gérmenes en equilibrio con el huésped que los alberga. Y esta relacion no es de ningu-
na manera estatica, sino que va construyéndose y evolucionando a lo largo del tiempo.
Desde el nacimiento hasta la muerte, la microbiota va transformandose, diversificando-
se y estabilizdndose, para finalmente envejecer.

1. LA MICROBIOTA INTESTINAL, UN ORGANO UNICO

Podriamos pensar, entonces, a la MBTi como a un érgano mas de nuestro cuer-
po. Al fin'y al cabo, es una agrupacién de seres vivos que, a nivel de diversos tejidos,
conforman una unidad estructural encargada del cumplimiento de determinadas
funciones, en el seno de un organismo multicelular; en este caso, cada uno de noso-
tros. Ademas, su actividad genera siempre algun impacto —positivo o negativo— para
la salud, siendo causa primaria y secundaria de ciertas enfermedades, a la vez que
presenta cambios fenotipicos con ontogenia desde el nacimiento hasta la muerte [1,
2]. La MBTi no solo esté involucrada en funciones anatémicas y fisiolégicas, sino que
tiene un funcionamiento caracteristico que evoluciona a lo largo del tiempo. Como
todo otro érgano, la MBTi madura, se estabiliza y envejece.
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Como todo otro érgano, también actua en el marco de un aparato (gastrointestinal)
y un sistema (digestivo-metabdlico-inmunoldgico). Su actividad colectiva podria repre-
sentar a la de un érgano virtual dentro de un érgano real, en este caso, el intestino [3,
4]. Una mejor comprension suya revelarfa funciones y caracteristicas significativas para
la salud humana, asi como acerca de multiples procesos de enfermedades infecciosas,
inflamatorias y neoplasicas. Este érgano compuesto por microorganismos, en su es-
tructura y composicion revela la seleccion natural tanto a nivel microbiano como del
huésped, promoviendo la cooperacion mutua y la estabilidad funcional de un comple-
jo ecosistema. Doscientos millones de afos de coevolucién mamifero-microbiana han
llevado a esta interdependencia. Como resultado, la microbiota intestinal hoy juega un
papel critico en la maduracion y la modulacion continua de la respuesta inmune del
huésped. Una amplia variedad de ensayos moleculares ha permitido detectar y clasi-
ficar a una gran cantidad de los microorganismos que componen a la MBTi, asi como
a sus productos génicos y los genes codificados. Los resultados mostraron que los mi-
croorganismos rara vez existen de forma aislada. En general lo hacen en comunidades
microbianas complejas que interactlan entre si, que pueden abarcar multiples espe-
cies de gérmenes en interdependencia, y todo en el marco de un mismo habitat [5].

Hoy es evidente que practicamente todos los habitats y todos los organismos
del planeta tienen su propia microbiota. Esto incluye al "holobionte” humano, que
es el conglomerado compuesto por el ser humano en tanto organismo multicelular
y todas las células microbianas que lo habitan, y cuyo contenido gendmico esta in-
fluenciado por la topografia y la individualidad bioldgica. No hay que confundir a este
con el “microbioma’, que es, en su definicidon més sucinta, el conjunto de genomas
de la microbiota. Este microbioma supera los 10 millones de genes, aportando una
multiplicidad de funciones que no estan codificadas en el genoma humano. Esta aso-
Ciacion bioldgica tan clara entre el huésped y su microbiota abre la puerta a la com-
prension del ser humano, no solo en tanto holobionte, sino también como unidad de
seleccion en la evolucion, teorfa que se basa en cuatro generalizaciones:

1. Todos los animales y plantas establecen relaciones simbidticas (estre-
chas y de larga duracién entre especies) con microorganismos.

2. Los microorganismos simbidticos son transmitidos de una generacion a
la siguiente.

3. Laasociacion entre huéspedy simbiontes afecta la adecuacion bioldgica
del holobionte en su ambiente (por ejemplo, su reproduccion).

4, |a variacion en el hologenoma esta ligada tanto a los cambios en el
genoma del hospedero como al de la microbiota; bajo condiciones de
estrés ambiental, la comunidad microbiana simbidtica puede cambiar
rapidamente [6].
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Una posicién cientifica de este tipo propicia la aceptacion del ser humano como
asociacion mas que como individuo, una especie de “superorganismo” que permite,
a su vez, la comprension de las enfermedades y problemas que lo aquejan desde
una perspectiva medioambiental. Al considerar la utilidad e importancia de los an-
tibidticos en el tratamiento de las enfermedades, por ejemplo, advertiremos que la
amplitud de la mirada que aqui se propone nos obligaria también a pensarlos como
un medio de agresion a la microbiota imposible de soslayar. A su vez, esta perspectiva
del ser humano en tanto asociacion huésped-microbiota podria ampliar la idea que
hoy tenemos acerca de la relacion entre herencia y enfermedades cronicas no trans-
misibles. Si, como veremos a continuacion, nuMerosos Microorganismaos presentes
en el recién nacido son heredados de la madre durante el parto vy la lactancia, jcudl
es la verdadera influencia de esa herencia por parte del genoma humano y cual por
parte del genoma microbiano?

I1l. COMPOSICION Y DISTRIBUCION

En funcion de una lectura agil de este capitulo, se propone el siguiente glosario
de términos mas utilizados:

» Metagenoma: coleccién de genomas y genes de los miembros de una
microbiota. La metagendmica es el proceso utilizado para caracterizar el
metagenoma, a partir del cual se puede obtener informacién sobre la fun-
cion potencial de la microbiota.

» Metataxondémica: proceso de alto rendimiento utilizado para caracterizar
a toda la microbiota, y crear un arbol taxonomico.

» Microbioma: se refiere a todo el habitat, incluidos los microorganismos
(bacterias, arqueas, eurcariotas inferiores y superiores y virus), sus geno-
mas (es decir, genes) y las condiciones ambientales circundantes [6].

Como vimos, la “microbiota” es el conjunto de microorganismos que comparten
nuestro espacio corporal. Estos microorganismos pueden ser comensales, simbiontes
0 patégenos [1], e incluyen a una enorme variedad de bacterias, arqueas, virus y euca-
riotas unicelulares. La mayoria de estos microorganismos coexisten pacificamente con
nosotros y colonizan practicamente todas las superficies del cuerpo humano que estan
expuestas al entorno externo. Se encuentran en la piel [7], la mucosa [8], el tracto respi-
ratorio [9], el tracto urinario [10], la vagina [11], la glandula mamaria [12] y la placenta [1,
13]. En cada uno de esos sitios podemos encontrar microorganismos que forman eco-
sistemas complejos y distintos adaptados a las peculiaridades de cada nicho [14, 15, 16].
Entre bacterias, virus, hongos, bacteriéfagos y protozoos, se calcula que la microbiota
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humana consta de unos 100 trillones de células, con un peso de casi 2 kgs. Pero sin du-
das el sitio del cuerpo humano mas colonizado de todos en abundancia y diversidad es
el tracto gastrointestinal [17]. Tan solo en el colon se estima que se ubican mas del 70%
de todos los microorganismos que nos habitan. En su conjunto, el nimero de estos en
el intestino es mas de diez veces mayor que el numero total de células eucariotas pre-
sentes en nuestro cuerpo. El tracto gastrointestinal representa, entonces, un verdadero
ecosistema microbiano de varios trillones de células. Aunque incluye gran cantidad de
anaerobios facultativos y aerobios, la MBTi estd compuesta principalmente por anaero-
bios estrictos. Hasta la fecha se han descrito mas de 50 filos bacterianos [18, 19], de los
cuales solo dos son claramente dominantes: Bacteroidetes y Firmicutes, mientras que
las proteobacterias, las actinobacterias, las fusobacterias y las verrucomicrobias estan
presentes en proporciones bastante menores [20] (ver Figura 1). Si bien la cantidad varfa
entre las diferentes publicaciones, hoy se estima que el nimero de géneros bacterianos
presentes en el intestino humano es de aproximadamente 5000 [1], que se correspon-
den con unas 5000 a 35000 especies diferentes [21, 22].

Los conocimientos acerca de la composicion de la microbiota (y, por tanto, tam-
bién de su microbioma) han avanzado inmensamente en los Ultimos 25 afos. Este
avance es el resultado de la evolucion de las técnicas de aislamiento de gérme-
nes y de la introduccion de nuevas metodologias de identificacion. El Proyecto del
Microbioma Humano, iniciado en el afio 2007, facilitd la utilizacion de técnicas de
secuenciacion de genes 'y el uso de aproximaciones de metagendmica, permitiendo
la conformacion de un catélogo del material genético de bacterias, virus y otros mi-
croorganismos tomados de distintas partes del cuerpo de hombres y mujeres, entre
ellos, del tracto gastrointestinal [23].

Como vya se dijo, la MBTi autdctona incluye miembros de todos los grupos taxo-
némicos superiores [17]. El conocimiento acerca de la composicion de la MBTi se ac-
tualiza en forma creciente afio a afo, pero esto no nos impide proponer una version
de la misma:

Figura 1. Composicion relativa de las bacterias intestinales [24]

Verrucomicrobios Actinobacterias

607 554
Proteobacterias Otros
657 55

Bacteroidetes
12203

Firmicutes
26066
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Si bien la cantidad y diversidad de la MBTi es la mas amplia de todo el organismo,
su numero difiere en forma notable segun el lugar que habiten dentro del intestino.
Este numero va creciendo a medida que se produce el descenso por el tracto gas-
trointestinal. Mientras que en el tramo inicial (estémago y duodeno) hay una escasa
concentracion de microorganismos, esta aumenta gradualmente hasta su maximo a
nivel colénico (ver Figura 2).

Figura 2. Predominio de microorganismos a lo largo del tracto gastrointestinal [18]
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A pesar de la variabilidad interindividual, el nucleo de la microbiota se mantiene
estable en la mayoria de las personas. Este nlcleo estda compuesto por unas decenas de
especies bacterianas, asi como de un microbioma de genes conservados, redundantes
en diferentes especies y responsables de la funcionalidad general de la MBTi. De hecho,
a pesar de la intervariabilidad antedicha, y aunque alin hoy es un tema que genera con-
troversias, se han propuesto tres enterotipos distintos, cada uno de ellos determinado
por la predominancia de uno o varios géneros bacterianos. Estos enterotipos (enrique-
cidos para los géneros Bacteroides y Parabacteroides (1), Prevotella y Desulfovibrio (2) y
Ruminococcus y Akkermansia (3) —el mas frecuente— estarian altamente influenciados
por el tipo de dieta y, por lo tanto, también por la regionalidad geogréfica y/o situacion
socio-econémico-cultural [25]. Mas alla del debate que existe alrededor de este tema,
es claro que la homeostasis de la MBTi sufre permanentes alteraciones temporales,
geogréficas, exdgenas (toxicos, medicamentos) y relacionadas a habitos (dieta, estrés)
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y enfermedades, que le producen cambios importantes en su composicion, cantidad y
diversidad. Todo esto hace que no sea descabellado, entonces, concebir al ser humano
COMO UN superorganismo que actlia como un entero ecosistema en si mismo, y a la
microbiota como una especie de “firma personal” que, si bien se va modificando en
forma constante, también conserva ciertas caracteristicas personales a lo largo de toda
la vida del sujeto que actla como huésped.

Son multiples y variados los factores que pueden actuar como determinantes en
la composicién de la MBTi. El microbioma se ve afectado en forma particular segun la
region geografica y la dieta, dado que la primacia de ciertos alimentos en cada una
de las culturas favorece la multiplicacion de determinados microorganismos. Esto se
debe a que los diferentes tipos de fibras de los alimentos promoverian el creciemien-
to en abundancia de ciertos géneros y especies de microorganismos por sobre otros.
No son similares las MBTi de sujetos carnivoros que las de sujetos vegetarianos, por
ejemplo. Pero tampoco lo son las de sujetos vegetarianos que viven en la Argentina o
en la India. El caso es similar para las dietas de las diferentes clases sociales: el acceso a
una alimentacion equilibrada modifica a la MBTi, ampliando su cantidad y diversidad.
Si esto lo extendemos a las variaciones que se pueden producir en la MBTi, frente a la
salud y la enfermedad, o en funcién de la carga genética, o a lo largo del tiempo, po-
demos notar con claridad la compleja variabilidad de la que depende la composicion
de la MBTi. Sin embargo, la MBTi es resiliente. A menudo, luego de cambios bruscos,
recupera ad integrum su estado original natural que se conoce como "eubiosis”[1, 2].
Por el contrario, en otras ocasiones, se puede inducir un fuerte desequilibrio en su
composiciéon taxonémica, lo que se conoce como “disbiosis” [26]. La disbiosis puede
ocurrir durante unos dias [27] o puede adquirirse lentamente durante toda vida.

IV. CONFORMACION Y EVOLUCION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Llegados hasta aqui, queda clara la existencia de una bidireccionalidad en la re-
lacion huésped-MBTi. La asociacion entre ambos es sumamente estrecha: es el fruto
de millones de afos de coevolucién. Y como todo otro érgano del cuerpo, su com-
posicion y estructura dependen del estado fisiolégico del sujeto que lo porta. Ya se
han desarrollado en este libro los aspectos antropoldgicos mas caracteristicos de esa
histdrica relacion entre seres humanos y seres microbianos, por lo gue no nos deten-
dremos aqui en ese punto, pero si destacaremos la vital importancia que el desarrollo
de una adecuada interaccion entre hospedador y MBTi en etapas tempranas de la
vida tiene para la posterior salud del individuo [28]. Porque el establecimiento y de-
sarrollo de la MBTi en el recién nacido se ven afectados por diversos factores pre, peri
y postnatales. Ya desde la concepcién sabemos que el feto esta expuesto a ciertas
bacterias del intestino materno que atraviesan la placenta hacia el liquido amnidtico.
El microbioma fetoplacentario es mucho mas abundante que lo que se crefa hace
no tanto tiempo. Bacterias y sus genes se han aislado de la placenta humana, en el
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liquido amnidtico, en las membranas fetales y del tracto gastrointestinal fetal en em-
barazos sanos y normales. Estas bacterias presentan tres rutas de entrada principales:
la oro-fetoplacentaria, la gastrointestinal-fetoplacentaria y la genitourinaria-fetopla-
centaria [29]. Sin embargo, aunque el feto ya estd en contacto con la MBTi desde el
Utero, la mayor colonizacién de microorganismos comienza con el parto, cuando el
feto atraviesa el canal de parto o nace por cesérea. Cada modo de entrega produce
un patrén de colonizacion diferente. La colonizacion se ve afectada adn mas por la
dieta (leche materna contra sucedaneos lacteos) y con el destete y la introducciéon de
alimentos sélidos [30]. De la forma de nacimiento dependerd, entonces, la caracteris-
tica y numero de las bacterias pioneras en la colonizacion del intestino infantil. Esto, a
su vez, sera crucial en el establecimiento de esa relacion de bidireccionalidad que ya
mencionamos entre el huésped y los microorganismos comensales [31].

Es entendible entonces la importancia del mantenimiento de la salud de la madre
durante toda la concepcion. El embarazo se caracteriza por profundos cambios hor-
monales, inmunoldgicos y metabdlicos destinados a apoyar el crecimiento de la uni-
dad fetoplacentaria. Curiosamente, un embarazo saludable también induce cambios
dramaticos en la microbiota intestinal materna durante el transcurso de la gestacion,
con una gran expansion de la diversidad entre las personas, un aumento general
de las proteobacterias y actinobacterias, y una diversidad reducida dentro de cada
microbioma [29]. Es por eso que durante el embarazo la madre deberia aumentar de
peso adecuadamente, continuar haciendo ejercicio y, con suerte, mantenerse libre
de infecciones que requieran el uso de antibiéticos. Esto abriria el camino para una
colonizacion intestinal equilibrada. El bebé nacido por medios naturales, a partir de
la ingestion de los organismos intestinales y vaginales de la madre, se hard acreedor
de un sinnimero de bacterias colonizadoras. Después del nacimiento, ese bebé co-
lonizara rdpidamente su intestino bajo la influencia de la leche materna, con suerte
administrada exclusivamente durante los primeros cuatro meses de vida [30].

Debido a todo esto es que los pediatras sabemos que los primeros 1000 dias de
vida de un ser humano (desde su concepcion hasta su nifiez temprana) representan
un periodo fundamental en la regulacion de esos estimulos externos que, a la larga,
acabaran determinando la calidad de la MBTi del recién nacido. ;Y por qué los pri-
meros 1000 dias? Porque durante ese tiempo el feto y el recién nacido experimentan
importantes cambios en el desarrollo de los érganos de su cuerpo, particularmente
del tracto gastrointestinal. Las bacterias colonizadoras (y/o sus metabolitos) interac-
tUan con la fisiologfa del bebé, estableciendo una base que, a largo plazo, determi-
nard la manera en que ese bebé (y luego el nifo, y, mas tarde, el adulto) responderd
a estimulos ambientales como la dieta, las mascotas y los antigenos provenientes
de otras fuentes. Las enterobacterias y las bifidobacterias se encuentran entre los
colonizadores tempranos. Se cree que estas bacterias pioneras tienen la capacidad
para modular la expresién génica en el huésped, con el objetivo de crear un entorno
adecuado para si mismas y, ademas, prevenir el crecimiento de otras bacterias intro-
ducidas mas tarde en el ecosistema [21, 30]. Ya existen estudios, incluso, que hacen
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posible suponer que ovulos y espermatozoides interaccionarfan antes con bacterias
que entre si mismos, lo que ubicaria a la microbiota en un rol decisivo dentro del pro-
ceso de selecciéon del espermatozoide que fecundara al dvulo [32, 33].

Como se vera mas adelante, esa gran cantidad de bacterias que coloniza inicial-
mente el tracto gastrointestinal (miles de millones de microorganismos), contribuye
al desarrollo de funciones protectoras y metabdlicas de su huésped. Y ese proceso de
colonizacion, maduracién y diversificacion que se inicia desde antes del nacimiento,
alcanza una actividad méxima durante la primera infancia, en conjunto con el desa-
rrollo de los sistemas inmune, metabdlico y neurolégico.

El contacto con nuevas bacterias continla con la lactancia. Hace ya afos que se
desmorond la creencia de que la leche materna es estéril. Hoy, gracias a la metage-
némica, se conoce que la leche y el tejido epitelial mamario de mujeres sanas contie-
nen una amplia cantidad de gérmenes, principalmente de los géneros Lactobacillus
y Bifidobacterium. También es posible detectar especies pertenecientes a los géneros
Staphylococcus, Streptococcus'y Enterococcus, asf como otros organismos como hon-
gos y/o relacionados a los protozoos y a los virus. Algunas bacterias especificas pue-
den hallarse en forma simultdnea tanto en el intestino materno, como en la leche
maternay las heces del recién nacido, lo que sugeriria la existencia de una transmision
vertical de microorganismos maternos al intestino infantil [31, 33, 34, 35].
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Figura 3. Representacion grafica de la red de microbiota de leche madura

humana [36]
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El por qué de la presencia de gérmenes en la leche materna aun no esta diluci-
dado en su totalidad, pero se proponen diferentes mecanismos. Por un lado, cam-
bios hormonales post-embarazo aumentarfan la permeabilidad intestinal, facilitando
la migracion de microorganismos por via sanguinea hacia la glandula mamaria. En
segundo lugar, existirfa una captacion linfatica de bacterias intestinales de la madre,
con posterior diseminacion hasta la glandula. En tercer lugar, algunas bacterias lle-
varfan a cabo un flujo inverso desde la boca del bebé hacia el epitelio de la glandula
mamaria [37].

Como fuere, queda claro en qué medida una MBTi saludable es dependiente de
la salud de la madre durante el embarazo, de la elecciéon y posibilidad de un parto
vaginal y de la lactancia materna exclusiva. Pero también lo es del grado de agresion
que reciba durante todo este periodo. Factores externos a la madre, como el estrés, el
consumo reiterado de antibidticos o el tabaquismo, podrian afectar la composicion
del primer y valioso indculo de microorganismos. Por otro lado, la prematurez actua-
ria como un agravante de esta situacion: la inmadurez intestinal del recién nacido, las
formas de alimentacion enteral y parenteral habituales en estos casos, las infecciones
sistémicas, los tratamientos antibidticos reiterados, asi como la oxigenoterapia pro-
longada, tienen todos efectos nocivos para una MBTi auin incipiente [28].

Estas evidencias acrecientan la importancia que obstetras y pediatras tienen en
la prevencion de la conformacién de una MBTi eubidtica durante el embarazo y la
primera infancia, momento en donde se acaba de configurar esa “firma personal”
compuesta por miles de millones de microorganismos. Y asi como caracterizamos a
la MBTi como érgano y como firma personal dindmica, también podemos pensarla
ahora en tanto huella: la configuracion de una MBTi disbidtica en los primeros dos
anos de vida deja una impresion profunda y duradera, dado que desequilibrios en su
composicion y funcion pueden asociarse a futuro con enfermedades que van desde
los trastornos gastroenterolégicos localizados, hasta enfermedades neuroldgicas, res-
piratorias, metabdlicas, hepaticas y cardiovasculares [5].

Luego de los primeros dos afios de vida, la MBTi continta con su diversificacion y
maduracion. Los factores que pueden afectarla son todos los relacionados al comien-
7o de la vida en sociedad. Probablemente el cambio mas notorio de la primera etapa
sea el que se produce con la inclusion de los alimentos solidos. La dieta habitual
parece ser el principal determinante de la composicién de la MBTi y de las diferencias
inter especies. No es descabellado pensar que la diferencia entre las dietas pueda
representar la principal causa de las variaciones taxondmicas entre poblaciones. Una
dieta rica en proteinas y grasas animales, por ejemplo, seleccionara al grupo de mi-
croorganismos tolerantes a sales biliares (Alistipes, Bilophila y Bacteroides), mientras
que serd deficitaria de aquellos que requieren de los vegetales para metabolizar los
polisacaridos complejos (Firmicutes). Como es de esperar, estos, en cambio, prolifera-
ran en el contexto de dietas ricas en fibras dietéticas, frutas y verduras. Una relacion
inversa de Prevotella y Bacteroides ha sido ya descripta con éxito entre poblaciones
industrializadas y agrarias [38].

72



GonzaLo PErez MARC

Figura 4. Composicion de la MBTi en nifios africanos que viven en dreas rurales
con una dieta rica en polisacéridos, en comparacion con nifios de ciudades
italianas [39].
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Elingreso del bebé a la alimentacion familiar de rutina pone en juego todos estos
factores en forma brusca. A partir de ese momento se inicia un proceso de modela-
do y maduracién de la MBTi que no se detendrd hasta el fin de su vida. El estandar
de higiene, las caracteristicas socio-economico-culturales, la presencia o ausencia de
enfermedades y/o tratamientos médicos, asi como el grado de estrés y la genética
actuaran en forma conjunta e interrelacionada, favoreciendo la maduracion y el en-
vejecimiento de una MBTi en estado de eubiosis o disbiosis.

Luego de los tres anos de edad, el mantenimiento de una dieta basada en alimen-
tos solidos conduce a una composicion taxondmica estable de la MBTi, con un claro
incremento de Bacteroidetes y Firmicutes. Sin embargo, durante la seqgunda infancia y
la adolescencia la revolucién hormonal a la que todo huésped se ve expuesto sumara
un nuevo y potente factor a todo lo antedicho. Tampoco se debe soslayar la estructura
familiar, que es la que aporta el entorno en el que se desarrollara el nifio o nifa. La pre-
sencia de hermanos/as, asi como de mascotas en el hogar resultan beneficiosas, dado
que ponen en circulacion una mayor diversidad de gérmenes. Segun la “hipotesis de
la higiene’, aquellos nifos y nifas que conviven en ambientes con un elevado nivel
de higiene no adquiririan el estimulo necesario para el desarrollo de una tolerancia
inmunitaria plena, debido a su escaso contacto con microorganismos. No es de extra-
fAar, entonces, que exista una relacion inversa en la tasa de enfermedades infecciosas y
autoinmunes desde la segunda mitad del siglo XX en todo el mundo occidental [40].

Desde la infancia y hasta la vejez, el aumento progresivo de gérmenes -tanto de
su concentracion como del nimero de especies- propicia un enriquecimiento de la
diversidad microbiana y de la cantidad de genes funcionales de origen microbiano
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presentes en el ecosistema intestinal [28]. Si ya entrada la adultez la MBTi es diversa
y compleja, entonces ésta estara preparada para hacer frente a todos los cambios
que experimentara el adulto durante el resto de su vida, resguardandose la interre-
lacion simbidtica establecida entre ambos [41]. El envejecimiento de la MBTi se ex-
presa a partir de la caida en la diversidad y cantidad de microorganismos, los cuales
van decreciendo hasta el final de la vida del huésped. Debido a esto, con el avance
de la edad la microbiota pierde diversidad y capacidad de adaptacién, aumentado
el nimero de enterobacterias y microorganismos oportunistas, lo que la hace mas
vulnerable a sufrir y provocar enfermedades locales y sistémicas.

V. FUNCIONES DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Como todo érgano real, las funciones y vias fisiolégicas de este drgano virtual
que representa la MBTi son multiples y en continuo desarrollo. A partir del descu-
brimiento y perfeccionamiento de novedosas tecnologias de cultivo de gérmenes y
secuenciacion gendmica, los conocimientos y estudios acerca de la MBTi sufren hoy
un apogeo que puede compararse en amplitud e intensidad al que experimentaran
las neurociencias durante la ultima década. Sin embargo, debemos ser precavidos
en el nivel de aseveracion que asignamos a cada afirmacion. Muchos de estos pro-
misorios estudios no han aun superado las fases iniciales de investigacion (fase 0 en
animales) o lo han hecho pero con una cantidad de sujetos escasa, por lo que aun
resta un largo camino por recorrer, con el disefio de una mayor cantidad de estudios
epidemioldgicos y, por qué no, también con la realizacién de protocolos aleatoriza-
dos y multicéntricos en seres humanos a nivel global. Lo cierto es que el enfoque
acerca de la funcionalidad de la MBTi puede llevarse a cabo desde una infinidad de
perspectivas, ya que hoy hay suficiente evidencia cientifica para correlacionar a la
MBTi -y su funcionamiento— con diversas acciones fisiolégicas a todos los niveles del
huésped. En este capitulo propondremos una clasificacién que intenta sintetizar la
amplia gama de posibilidades existentes en la literatura de la forma mas esqueméatica
posible, pero sin soslayar que, mas alld de esta clasificacion, cada una se entrelaza y
complementa en forma dindmica con las otras. Con tal intencién, describiremos cua-
tro grandes grupos funcionales: inmunoldgico, estructural, nutricional y metabolico.

V.A. FUNCIONES INMUNOLOGICAS

V.A.1. Guia del desarrollo del sistema inmunitario del lactante: junto a una intro-
duccioén pertinente (en tiempo y forma) de los antigenos alimentarios, una
MBTi equilibrada es esencial para la homeostasis del sistema inmunolégico.
La MBTi desempefa una funcion crucial a la hora de fomentar y dirigir el
desarrollo de la inmunidad de mucosa a nivel intestinal, especialemente a
partir del establecimiento y regulaciéon de la barrera de superficie [42].
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V.A2.

Contribucién al desarrollo de una tolerancia oral adecuada: el sistema in-
munoldgico de la mucosa necesita cumplir dos funciones, a veces apa-
rentemente conflictivas. Por un lado, debe ser tolerante con la microbiota
supra-yacente para evitar la induccion de una respuesta inmune sistémica
excesiva y perjudicial. Por otra parte, debe ser capaz de controlar a la MBT],
con el fin de evitar su sobrecrecimiento y una eventual traslocacion a sitios
sistémicos. Es decir, debemos diferenciar entre la tolerancia del organismo
del huésped a su MBTi recién conformada, de la tolerancia oral que el hués-
ped (gracias a su MBTi) desarrolla frente a la introduccion de ciertas sustan-
cias en el intestino. La primera de ellas es la que a ha permitido a la MBTi
coevolucionar junto al ser humano a lo largo de los tiempos. Y es la cau-
sa de la estabilidad de esa relacion simbidtica estable que habitualmente
conforma el huésped con los microorganismos. Podemos considerar que a
partir de los 3 afios el sistema inmune del huésped ya ha aprendido a tole-
rar a las bacterias comensales (que conformaran la que seré la MBTi adulta)
y a iniciar la respuesta inmune inflamatoria ante la presencia de bacterias
patégenas [41].

El segundo tipo de tolerancia es el proceso que desarrolla el huésped —a partir
de su MBTiy su sistema inmunitario— para distinguir entre estimulos potencialmente
dafinos y estimulos inofensivos. Este proceso, intimamente relacionado al anterior,
es el que permite la existencia de reacciones muy diversas cuando el intestino se
pone en contacto con ciertos antigenos alimentarios o con, por ejemplo, una bacte-
ria enteroinvasiva [30]. Diversos estudios demuestran que la MBTi de los lactantes y
los niflos de corta edad que padecen alergias intestinales presentan perfiles taxono-
micos distintos a aquellos que no las padecen, siendo el Bifidobacterium la especie
mas involucrada [42].

V.A3.

V.AA4.

Proteccion contra el desarrollo de enfermedades inflamatorias, atépicas vy
autoinmunitarias: al momento del nacimiento, el sistema inmunitario del
recién nacido es inmaduro, y estd orientado hacia una respuesta dominada
por los linfocitos Th2, con el fin de proteger el embarazo durante la ges-
tacion. Esto aumenta en forma notable el riesgo de padecer infecciones
graves. Por lo tanto, la exposicion a distintos componentes microbianos del
mediocambiente desempenaria un papel muy relevante en el proceso de
maduracion del sistema inmunitario. Esa exposicion inicial especifica del
intestino a una variedad de microorganismos podria reducir el riesgo de
desarrollar enfermedades inflamatorias, autoinmunitarias y atépicas —como
eccemay asma- durante la primera infancia [42].

Regulacion de la inmunidad de mucosa y de la cascada inflamatoria: la im-
portancia de la microbiota intestinal en el desarrollo tanto de la mucosa
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V.A5.

intestinal como del sistema inmunitario sistémico se puede apreciar facil-
mente en los estudios de ratones libres de gérmenes. Al estar desprovistos
de MBTI, estos contienen numeros anormales de varios tipos de células
inmunes y presentan claros déficits en las estructuras linfoides locales y
sistémicas. Los bazos y los ganglios linfaticos de estos ratones estan mal
formados, con placas de Peyer hipoplésicas y un ndmero reducido de fo-
liculos linfoides maduros. También estd disminuida la cantidad de células
plasmaticas productoras de IgA 'y, en consecuencia, los niveles de inmuno-
globulinas secretadas (tanto IgA como IgG). También exhiben irregularida-
des en los niveles y perfiles de citoquinas. El papel central de la MBTi en el
desarrollo de lainmunidad de la mucosa no es sorprendente, considerando
que la mucosa intestinal representa el drea de superficie mas grande en
contacto con los antigenos del ambiente externo. La densa capa de MBTi
que recubre la mucosa normalmente representa la mayor proporcién de
los antigenos presentados a las células inmunes residentes y de estimu-
lo de los receptores de reconocimiento de patrones (como los TLR vy los
receptores similares a NOD, cuyas siglas son NLR) de las células epiteliales
intestinales [18, 43]. Una microbiota saludable produce sefales que activan
a las células dendriticas para favorecer la produccién de IL-10, colaborando
con el mantenimiento y control de la cascada inflamatoria fisioldgica [42].

Funciones a distancia (inmunidad sistémica): la microbiota intestinal tam-
bién desempefa una funcion muy importante en el desarrollo del sistema
inmunitario adaptativo, especificamente en el desarrollo de la via de se-
fAalizacion de subconjuntos principales de linfocitos intestinales, como los
linfocitos B, linfocitos T helpers (Th) y linfocitos T reguladores (Treg); y en el
establecimiento de la relacion entre los linfocitos Th1y Th2, que determina
las respuestas inmunitarias sistémicas [42].

V.B. FUNCIONES ESTRUCTURALES

V.B.1.

Participacion en el desarrollo del intestino: el tracto gastrointestinal del
recién nacido es estructural y funcionalmente inmaduro [18, 44]. Su evo-
lucion postnatal estd influenciada por diferentes factores, entre los que la
exposicion a una comunidad microbiana intestinal en desarrollo es uno de
los principales [18, 44, 45]. Esto queda evidenciado con claridad en estudios
que comparan a ratones convencionales (colonizados) con ratones libres
de gérmenes. Estos ultimos evidencian el ciego dilatado y una reduccién
del area total de superficie intestinal [18, 46], lo que a menudo conduce a
trastornos gastrointestinales funcionales [18, 47]. En estos ratones también
se constata un menor grosor de las vellosidades —como resultado de la re-
duccion de la regeneracion celular [18, 48] y el aumento del tiempo del
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V.B.2.

V.B.3.

V.BA4.

ciclo celular [18, 49]-, y la disminucién de infiltrados de leucocitos en la |a-
mina propia. Diversos aspectos de la funcion intestinal de los ratones libres
de gérmenes estan comprometidos: hay reduccién severa en la red capilar
vellosa [18, 50] —con las consiguientes implicancias para la absorcion de
nutrientes—; deterioro en la actividad peristaltica del tracto gastrointestinal
[18,51];y alteraciones en el metabolismo del colesterol y los acidos biliares,
con déficits en la conjugacién y mayor acumulacion de colesterol hepético
[18,52]. Otros estudios en ratones libres de gérmenes han demostrado que
estos son mas susceptibles a las infecciones y al cancer, ya que desarrollan
-en ausencia de MBTi- una pared intestinal atrofica y un sistema inmune
intestinal inmaduro, con niveles mas bajos de péptidos antimicrobianos y
menos IELs, con placas de Peyer menos activas y con caida en la produc-
cion de IgA [42, 53].

Proteccion frente a la colonizacién de gérmenes patégenos: inhibicion
competitiva y produccion de sustancias anti-microbianas. Estimulo para
produccion de IgA.

Fortalecimiento de las uniones estrechas de los enterocitos: diferentes mi-
croorganismos contribuyen al mantenimiento de la integridad de la barrera
del epitelio intestinal, a través del mantenimiento de las uniones de célula
a célulay del estimulo de la reparacion epitelial post lesion. B. thetaiotaomi-
cron, por ejemplo, induce la expresion de sprr2a, fundamental para el man-
tenimiento del desmosoma [18, 54]. Su expresion se ve incrementada en
las vellosidades epiteliales, lo que sugiere su papel en el mantenimiento de
la barrera. También se ha demostrado que varias cepas probidticas de Lac-
tobacillus contribuyen al mantenimiento de uniones estrechas en los epi-
telios intestinales, proporcionando un efecto protector frente a la agresion
por patdbgenos o lesiones intestinales [18, 54]. Ademas se demostrd que la
sefalizacién a través de TLR2, que in vivo es estimulada principalmente por
el peptidoglicano de la pared celular microbiana, promueve la integridad
del epitelio intestinal a través del mantenimiento de uniones estrechas y
una disminucion de la apoptosis [18, 55].

Barrera mucoso-epitelial del intestino: la defensa intestinal frente a patoge-
nos se estructura a partir de un sistema complejo, en el que la MBTi desem-
pefa un rol central, dado que compite por espacio y nutrientes con los mi-
crorganismos patogénicos [42]. En consonancia con esto, la capa de mucus
intestinal constituye, ademas, una barrera fisica que contiene productos an-
timicrobianos e IgA secretora. El sistema se completa con una monocapa
de células epiteliales (con uniones estrechas) que proporciona no solo una
barrera fisica, sino que a su vez actla como un sensor del entorno luminal,
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detectando la presencia de patégenos a través de receptores, sintetizando
o respondiendo a citoquinas, y sintetizando AMP; asi como con una infini-
dad de células implicadas en la respuesta inmunitaria, ubicadas debajo de
-0 entre- la capa epitelial, y preparadas para iniciar una respuesta rapida
frente a los patégenos que pudiesen penetrar a través de la mucosa intes-
tinal [42, 56].

V.C. FUNCIONES NUTRICIONALES

V.C.1. Digestion y biodisponibilidad de nutrientes: la observacion de que los ra-
tones libres de gérmenes requieren una ingesta caldrica significativamente
mayor para mantener el mismo peso corporal que los animales coloniza-
dos, impulso las investigaciones sobre los mecanismos a través de los cua-
les la MBTi maximiza la disponibilidad caldrica de los nutrientes ingeridos.
Estos mecanismos generalmente se dividen en una de dos categorias: ex-
traccion de calorias adicionales de oligosacéridos no digeribles, y promo-
cion de la absorcion y utilizacion de nutrientes mediante la modulacion de
la capacidad de absorcion del epitelio intestinal y del metabolismo final de
los nutrientes. Muchas especies bacterianas han sido implicadas en el me-
tabolismo de la fibra dietética a acidos grasos de cadena corta (AGCC), lo
que representa una parte significativa de la fuente de energia para el hués-
ped, en este caso el ser humano (5 a 10% de los requerimientos diarios).
[18, 57, 58]. El butirato, principal AGCC, contribuye al mantenimiento de
una adecuada permeabilidad y al desarrollo del aparato inmunolégico del
tracto gastrointestinal, a la vez que tiene un efecto trofico sobre el epitelio
intestinal y de reduccién del pH luminal, lo que actla como un feedback
positivo, ya que favorece a la MBTI. La produccion de butirato no es la Unica
relevante dentro de los AGCC, sino que el propionato, el acetato, y el lactato
también cumplen un rol. Ya veremos en otro capitulo, por ejemplo, las vi-
tales implicancias del lactato, habitualmente considerado “la cenicienta de
los metabolitos”, pero en realidad comun a todos los tipos de fermentacion
y con probadas cualidades antiinflamatorias.

Ademas de poder descomponer a los polisacaridos no digeribles en monosaca-
ridos absorbibles, la MBTi también modula la absorcion y el depdsito de lipidos de la
dieta. El metabolismo de los nutrientes por parte de los microorganismos comensa-
les, sin embargo, no se lleva a cabo estrictamente para beneficio del huésped: parte
de la energia extraida de los nutrientes luminales se destina a la propia microbiota,
en funcién del mantenimiento de su cantidad y calidad. Se ha demostrado que los
miembros de la microbiota intestinal pueden adaptar su metabolismo a las condicio-
nes del intestino, respondiendo a la disponibilidad de sustrato. La E. coli intestinal, por
ejemplo, expresa un conjunto diferente de proteinas involucradas en la utilizacion
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de nutrientes que la £ coli cultivada in vitro en condiciones anaerdbicas [18, 59].
Ademsas, se demostrd que las bacterias residentes se adaptan a la presencia de otros
miembros de la microbiota, esforzandose por maximizar su aptitud en el tracto gas-
trointestinal mediante la utilizacion selectiva de nutrientes. [18, 60].

V.C2.

Produccion de nutrientes esenciales: como vitamina B12, vitamina Ky acido
folico.

V.D. FUNCIONES METABOLICAS.

V.D.1.

V.D.2.

Participacion en la regulacion de la homeostasis energética y produccion
de metabolitos: ya es conocida la influencia del tracto gastrointestinal en
la requlacion del apetito. Hay cada vez mayor evidencia de que la micro-
biota del colon y su actividad metabdlica tienen un papel central en la
homeostasis energética. El suministro de sustrato a la microbiota coldnica
tiene un gran impacto en la poblacion microbiana y los metabolitos pro-
ducidos, particularmente los acidos grasos de cadena corta (AGCC), los que
se producen cuando los carbohidratos no digeribles (fibras y almidén) son
fermentados por la microbiota. Si bien a la fecha se sigue investigando al
respecto, se ha informado en reiteradas ocasiones que tanto el consumo de
carbohidratos fermentables como la administraciéon de AGCC producirian
una amplia gama de beneficios para la salud, incluidas mejoras en la com-
posicion corporal, en la homeostasis de la glucosa, en los perfiles de lipidos
en la sangre, en la reduccion del peso corporal y en el riesgo de cancer de
colon; todos ellos como consecuencia de una serie de procesos metabo-
licos en paralelo que tendrian los AGCC, y que afectarian la homeostasis
energética y la regulacion del apetito.

Contribucién al desarrollo y mantenimiento de la funcidén motora y senso-
rial del intestino: el tracto gastrointestinal de los recién nacidos es estructu-
ral y funcionalmente inmaduro. Su desarrollo postnatal esta determinado
por diferentes factores, dentro de los que se encuentra la exposicion a una
comunidad microbiana intestinal en desarrollo. Para alcanzar la madurez,
ese tracto gastrointestinal necesita desarrollar una motilidad peristéltica
eficiente, una superficie de extensién adecuada y una vascularizacion acor-
de a esa superficie, con el fin de adquirir los nutrientes esenciales para su
desarrollo. En este sentido, se ha observado que ratones libre de gérmenes
presentan déficits en la peristalsis y la maduracion de la superficie intestinal,
como consecuencia de la alteracion de su microvasculatura [18].
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V.D.3. Participacion sistémica. El eje MBTi-cerebro: si bien mucho se ha dicho (y

mucho aun resta por conocerse) acerca de la prolifica relacion entre el sis-
tema nervioso intestinal y el sistema nervioso central, es probable que una
de los ejes de esta relacion esté dado por la regulacion de los niveles y de la
disponibilidad de serotonina que el intestino lleva a cabo gracias a la accion
de la MBTI. Llamamos eje cerebro-intestino al sistema de comunicacion bi-
direccional entre el sistema nervioso central y el tracto gastrointestinal. El
neurotransmisor central de este eje es la serotonina, que funciona activa-
mente en ambos terminales de la red. De hecho, se considera que casi el
95% de la serotonina total del organismo esta ubicada a nivel intestinal. Mul-
tiples investigaciones han evidenciado también la importancia de la MBTi
en la regulacion del funcionamiento normal de este eje, gracias a su parti-
Cipacion en la via metabdlica del aminodcido aromatico esencial triptéfano
(Trp). En el intestino, las tres vias principales del metabolismo de Trp que
conducen a 1) la serotonina (5-HT), 2) la quinurenina o acido quinurénico
(Kyn) y 3) los derivados del indol, estan todas bajo el control directo o indi-
recto de la MBTi [61]. Asi, los patrones de diferenciacion de la MBTi durante
su conformacion podrian afectar al desarrollo del sistema serotoninérgico,
dada la capacidad de la MBTi para controlar el metabolismo del triptéfano a
lo largo de la ruta del acido quinurénico, y asi reducir su disponibilidad para
la sintesis de serotonina. A su vez, se ha descripto la existencia de procesos
neurales en el tracto gastrointestinal que podrian verse influenciados por
alteraciones locales en las concentraciones de serotonina, con la posterior
transmision de sefales a lo largo del eje cerebro-intestino, influyendo de
esta manera en la neurotransmision a nivel del sistema nervioso central
(SNQ) [62]. Es evidente que las mas de 100 millones de neuronas presen-
tes a lo largo de todo el aparato gastrointestinal implican funciones que
exceden por mucho a la mera organizacion de la motilidad de las visceras
huecas. Es por esto que el creciente conocimiento de la relacion MBTi-SNC
permite imaginar a la MBTi como un posible foco terapéutico dentro del
tratamiento mas general de los trastornos serotoninérgicos.

V.D.4. Otras funciones metabdlicas

« Participacion en el perfil de &cidos biliares y en el metabolismo de acidos
grasos poliinsaturados (ac. araquidénico): tanto los acidos biliares como
los acidos grasos de cadena corta pueden modular el metabolismo de la
serotonina en los huéspedes al afectar a los intermediarios de la via de la
serotonina. Por lo tanto, la motilidad intestinal puede regularse mediante
modificaciones microbianas de la biosintesis de serotonina del huésped,
que también continda siendo evaluada como un objetivo terapéutico
para el tratamiento de los trastornos gastrointestinales funcionales [63].
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« Regulacion las funciones endocrinas intestinales [5].

« Sefalizacion neuroldgica y densidad dsea [5].

Biosintesis de diversos compuestos con funciones aun hoy desconocidas.

o Reaccién o modificacién de medicamentos especificos.

Eliminacion de toxinas exégenas [5].

VI. LA MICROBIOTA INTESTINAL EN LA SALUD Y EN LA ENFERMEDAD

Dada la enorme multiplicidad de funciones que hemos descripto acerca de la
MBTI, asi como acerca de su evolucion particular y personalisima, y sobre su com-
posicion relacionada a nuestro crecimiento y nuestros habitos, a esta altura queda
mas que claro que la MBTi presenta una estrecha relacion con los estados de salud
y enfermedad del huésped. Un huésped sano probablemente tenga una MBTi salu-
dable, y una MBTi saludable colaborara sin dudas con el mantenimiento del estado
de salud de su huésped. jPero a qué nos referimos exactamente cuando hablamos
de una MBTi “saludable”? Una MBTi saludable es una MBTi sin déficits estructurales,
una MBTi que se ha desarrollado de la manera mas favorable para el huésped, una
que no recibe constantes ataques externos y que, fundamentalmente, una que con-
serva su diversidad. Si reparamos en la cantidad y variedad de funciones que la MBTi
desempena, comprenderemos que la necesidad de que cada uno de esos gérmenes
esté presente es fundamental para la fisiologia y el metabolismo del huésped. Asi, la
calidad y cantidad de microorganismos comensales son la razon por la que podemos
afirmar que una MBTi diversa es una MBTi sana. Y una MBTi sana permite la recupe-
racion de energia valiosa y de sustratos absorbibles fundamentales para el huésped,
a la vez que previene una gran cantidad de enfermedades. Sin embargo, existen dos
momentos especificos en los que la diversidad de la microbiota no esta directamen-
te relacionada a su salud: el primer momento es previo al parto vaginal, cuando la
microbiota local disminuye su diversidad, en pos de priorizar la abundancia de unas
pocas especies del género Lactobacillus. En segundo lugar, durante las primeras se-
manas de colonizacion intestinal del recién nacido, momento durante el cual las bi-
fidobacterias son dominantes. Luego de estos dos tiempos es que la diversidad de la
microbiota comienza a crecer [64, 65].

Ya vimos que el desequilibrio en la composicion y la funcion de los microorga-
nismos intestinales se denomina “disbiosis” de la MBTi. Cada vez con mayor nivel de
evidencia sabemos que esta disbiosis conlleva la pérdida de diversidad de los mi-
croorganismos que la componen [5]. La vida moderna occidental, con el aumento
de la poblacién urbana, favorece el alto nimero de ceséreas, el uso indiscriminado
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de antibioticos (en la madre, en los recién nacidos y en los huépedes en general), la
alimentacion de los lactantes con sucedaneos de la leche materna, la sanitizacion
excesiva (esterilizacion, antisepsia, etc.), el uso de antimicrobianos en la produccion
y conservacion de alimentos, y la alimentacién pobre en fibras, resultando todo en
pérdida de diversidad y abundancia de la MBTi de los huéspedes. Esto, a su vez, fa-
vorece el sobrecrecimiento de gérmenes patégenos y el empobrecimiento de sus
funciones. Esa “firma personal”a la que hemos configurado a lo largo de nuestra his-
toria como seres humanos sociales, se ve herida en su esencia misma, facilitando
la aparicién de una amplia gama de patologias, que pueden incluir desde trastor-
nos gastroenterolégicos localizados hasta enfermedades neuroldgicas, respiratorias,
metabdlicas, hepaticas y cardiovasculares. De hecho, hay multiples estudios que re-
lacionan a estos cambios andmalos en la estructura de la comunidad microbiana
con patologias como la obesidad, la diabetes, la aterosclerosis o diversos trastornos
autoinmunes [29], todas muy comunes en la poblacion general de occidente. Dado
el repertorio funcional tan diverso de la MBTi, no es sorprendente entonces que ésta
sea el foco de investigacion de decenas de enfermedades crénicas, que incluyen a
muchas enfermedades malignas y con reconocidos componentes inflamatorios, me-
tabdlicos, cardiovasculares, autoinmunes, neurologicos y/o psiquiatricos [5]. A con-
tinuacion, intentaremos sintetizar las que, al dia de hoy, presentan mejor nivel de
evidencia cientifica.

VII. ENFERMEDAD Y MICROBIOTA INTESTINAL
VII.A. INTRUSOS MICROBIANOS EN EL TRACTO GASTRO-INTESTINAL (TGI)

VIILA.1. Efectos mediados por la inflamacién de la MBT: la colonizacion de la mu-
cosa intestinal por parte de patdgenos entéricos bacterianos resulta en la
induccién de una fuerte respuesta inflamatoria dirigida a controlarlos. Sin
embargo, también se ha demostrado que esta respuesta inflamatoria tie-
ne el inesperado efecto de disminuir la viabilidad de la MBTi, permitiendo
que el patdgeno ocupe los nichos desocupados [18, 66, 67]. A su vez, se
demostrd que la inflamacion en la mucosa intestinal promueve el creci-
miento excesivo de Enterobacteriaceae, tanto comensal como patégena
[18,68]. Se cree que ciertos patdgenos invasores podrian utilizar mejor los
nutrientes disponibles en el intestino inflamado que los microorganismos
comensales de la MBTi [18, 69]. S. typhimurium, por ejemplo, utiliza su mo-
tilidad para beneficiarse de las mucinas liberadas durante la inflamacion,
mejorando de esta manera su crecimiento.

VII.A.2. Infecciones entéricas y complicaciones post-infecciosas: pueden aparecer
en simultaneo o por separado. Al dafo que un microorganismo puede
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ocasionar en funcion de su particular virulencia, también puede adicio-
narse la supresion de la MBTi causada por el antibidtico utilizado como
tratamiento. En los casos en que las bacterias inapropiadas colonizan los
intestinos, incluso los estimulos inofensivos (como los componentes de
los alimentos u otras bacterias no patégenas) tienen la capacidad de des-
encadenar inflamacion a nivel del tracto gastrointestinal, pudiendo agra-
varse con cuadros de alergia alimentaria o, incluso, enfermedad inflama-
toria intestinal [30].

VII.B. ALTERACIONES DEL TGl

VII.B.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell): en la Ell, como la enfermedad de
Crohn y la colitis ulcerosa, se encuentran grupos bacterianos poco habi-
tuales, acompanados de una caida en la diversidad microbiana [41, 70,
71]. Hace tiempo que se sospecha que la Ell implica una respuesta abe-
rrante del huésped a su MBTI. Esta teoria fue apoyada en gran medida por
un cierto grado de efectividad de los antibidticos en la prevencion vy el
tratamiento de esta enfermedad, asi como por la presencia de microor-
ganismos y componentes microbianos en las lesiones de colon inducidas
por inflamacién [18, 58]. Muchos aspectos de la participacion de la MBTi
en la Ell han sido revisados por expertos en los Ultimos afos [18, 58, 67,
72,73, 74, 75]. Si bien se ha observado una MBTi aberrante tanto en pa-
cientes con Ell humana [18, 22, 58, 73, 76], como en modelos animales de
inflamacion intestinal [18, 68], la relacion de causa y consecuencia entre
una microbiota anormal y el desarrollo de Ell siempre ha sido objeto de
debate. ;El dafio inmunomediado se debe al reconocimiento de epitopes
bacterianos particulares o a una reaccién autoinmune mediada por la mi-
mica molecular? ;jLa respuesta inmune aberrante se debe a la presencia
de una especie inmunogénica particular de microbiota, 0 a un desequili-
brio de microbiota en el que estan presentes mas miembros colitbgenos?
iPueden ciertos miembros de la microbiota o componentes bacterianos
promover una respuesta tolerogénica del huésped? Recientemente se
han dilucidado los mecanismos subyacentes a algunos aspectos de la
lesion mediada por la microbiota en el intestino, mejorando la compren-
sion de la patogénesis de la Ell y sentando las bases para el disefo de
terapias mas especificas y efectivas. Si bien algunos estudios han suge-
rido un papel para las reacciones autoinmunes resultantes de la mimica
bacteriana-huésped en la patogénesis de la Ell, la mayoria de los posibles
imitadores pertenecen a bacterias patdgenas, como Mycobacterium spp.,
Campylobactery Klebsiella [18, 58]. También debe senalarse que, si bien la
MBTi es sin dudas un participante central en la patogénesis de la Ell, tam-
bién lo es el genotipo del huésped. Numerosos estudios han implicado
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VII.B.2.

VII.B.3.

VII.B.4.

multiples loci genéticos en su fisiopatologfa [18]. Los anfitriones que por-
tan muchos de estos loci parecen ser mas propensos a la inflamacién del
tracto gastrointestinal debido a la falta de una regulacion adecuada de sus
comunidades bacterianas intestinales, asi como debido a una respuesta
inflamatoria excesivamente celosa a sus microbios residentes.

Enfermedades malignas: si bien la MBTi comensal es casi siempre sindni-

mo de salud, algunos aspectos particulares podrian relacionarse en algu-
na medida con procesos cancerigenos. Los mecanismos propuestos de
carcinogénesis relacionados a la microbiota generalmente se dividen en
tres categorias: 1) la sefalizacion proinflamatoria desproporcionada en la
mucosa del tracto gastrointestinal daria como resultado un aumento de
desprendimiento y reparacion del epitelio intestinal, proceso que podria
evolucionar hacia la formacién de neoplasia y malignidad. 2) En segun-
do lugar, ciertas especies microbianas podrian tener efectos citotdxicos
directos sobre las células en la mucosa intestinal o causar toxicidad a tra-
vés de un efecto “espectador” (el tejido huésped es dafado por células
huésped activadas por ciertas especies microbianas). 3) Finalmente, el
metabolismo de algunos nutrientes por parte de miembros particulares
de la microbiota podria resultar en subproductos toxicos para el epitelio
intestinal, pudiendo a posteriori, por la reparacion imperfecta del epitelio
lesionado, provocarse transformaciones neoplasicas. Quizas el ejemplo
mas conocido y mas estudiado de una neoplasia maligna del tracto gas-
trointestinal inducida por microbiota sea el carcinoma gastrico mediado
por Helicobacter pylori [18, 77].

Alteraciones de érganos anexos: colelitiasis y pancreatitis (como conse-
cuencia de un metabolismo andmalo del colesterol por una MBTi disbio-
tica) y enfermedades hepéticas (por caida del nimero de bifidobacterias
beneficiosas [18, 78] y alteracion de la barrera intestinal con traslocacion
bacteriana [18, 79].

Enfermedades multifactoriales: enfermedades en las que la poblacion
anaerobia estricta se reduce estan normalmente relacionadas con con-
diciones fisioldgicas asociadas a procesos inflamatorios y estrés oxidativo
[25]. Muchas de estas patologias tienen una relacion indirecta con la MBTi
disbidtica. Sin embargo, numerosos estudios han establecido relaciones
entre cada una de ellas y alguna caracteristica particular de esa disbiosis.

VII.B.4.i. Obesidad: MBTi con mayor abundancia relativa de Firmicutes [80]. Dentro
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cion energética de la dieta (ratones libre de gérmenes requieren un 30%
mas de alimento para lograr el mismo crecimiento); 2) Inflamacion cro-
nica (el lipopolisacarido -LPS- de la membrana celular de bacterias Gram
(-) actuaria como ligando de los receptores TLR2 y TLR4, activando la sin-
tesis de citoquinas y de mediadores inmunolégicos de la inflamacion;
que en forma crénica favorecerfan la resistencia a la insulina); y 3) Efecto
incretina (por estimulo de la diferenciacion de células enteroenddécrinas
a nivel colonico) [81].

VII.B.A.ii. Alergias: diversos estudios demuestran que los lactantes y los nifos de
corta edad que padecen alergias presentan un perfil de MBTi distinto al
de aquellos que no las padecen. En particular, albergan diferentes niveles
de la especie Bifidobacterium. Mas alla del cardcter hereditario que todo
proceso alérgico implica, se ha relacionado a la hipersensibilidad a aler-
genos en recién nacidos y ninos/as con la presencia de MBTi disbidticas.
Esto se debe a que, durante los primeros meses y afos de vida, el sistema
inmunitario de la mucosa intestinal madura de manera progresiva junto
con el desarrollo de la MBTi, la cual pareceria modular las respuestas inmu-
nitaria e inflamatoria sistémicas, proporcionando asi una mayor proteccion
contra los antigenos del entorno, y evitando la activacion excesiva de los
mastocitos y baséfilos por parte de la inmunoglobulina E (IgE) [42].

También se ha asociado al asma al descenso de los géneros Faecalibacterium,
Lachnospira, Rothia, Veillonella y Peptostreptococcus, asi como al incremento del
género Oscillospira [25].

VII.B.4.iii. Diabetes | y ll: incremento de Bacteroides ovatus y de una especie no
definida de Firmicutes CO19 (DBT 1), e incremento de Bacteroides, E. Coli
y Desulfovibrio (DBT 2).

VII.B.4.iv. Trastornos del espectro autista (TEA): hay que ser cuidadosos dado el
dispar nivel de evidencia cientifica que sustenta este tipo de afirmacio-
nes, pero lo cierto es que ya hay una gran cantidad de buenos estudios
que describen un aumento de la incidencia de disbiosis en pacientes
con TEA. Si bien los sintomas gastrointestinales son una comorbilidad
habitual en pacientes con TEA, aun se desconocen con certeza los me-
canismos subyacentes [82]. Ya sabemos que la MBTi influye en el de-
sarrollo y la fisiologia del SNC, y que lo hace a través de los sistemas
neuroenddcrino, neuroinmune y auténomo [83]. También hay eviden-
cia derivada de modelos animales que sugieren que ciertos cambios
microbianos en el intestino podrian producir cambios consistentes con
el cuadro clinico de varios TEA. Dentro de los mecanismos propuestos

85



CAPITULO 3 - INTRODUCCION A LA MICROBIOTA INTESTINAL: SU ROL EN LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

86

VII.B4.v.

se encuentran: la produccién de toxinas, las aberraciones en los pro-
cesos y productos de fermentacion y ciertas anormalidades inmuno-
l6gicas y metabdlicas [84]. Los microorganismos de la MBTi liberarian
metabolitos que gatillarian una respuesta de citoquinas del huésped,
favoreciendo la inflamacion a nivel del SNC, y provocando un aumento
de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica y alteraciones de la
fisiologfa vasculary de la estructura cerebral. Esta fisiopatogenia podria
relacionarse a trastornos como la depresion, la ansiedad, enfermedades
como el Alzheimer y el Parkinson y los TEA [85]. Sin embargo, hay que
aclarar que todas estas hipotesis surgen de estudios en fases iniciales
de investigacion o con escasa cantidad de sujetos. En un metanalisis re-
ciente, se incluyeron un total de 28 articulos. Los estudios variaron entre
12y 104 participantes con edades comprendidas entre 2 y 18 afhos, de
diversas areas geogréficas. La mayoria de los estudios incluyeron mues-
tras fecales; y 4 de ellos examinaron biopsias de la mucosa de diferentes
sitios del intestino. La heterogeneidad en la metodologia de diagndsti-
codeTEA, el muestreo intestinal y los métodos de laboratorio utilizados
hicieron que el metandlisis fuera inapropiado. Las especies que reporta-
ron tener una abundancia significativamente mayor en nifios con TEA
incluyeron Clostridium, Sutterella, Desulfovibrio y Lactobacillus. Sin em-
bargo, los resultados son inconsistentes entre los estudios. Si bien pa-
rece claro que la MBTi se encuentra alterada en este tipo de patologias,
aun se necesita una mayor exploracion acerca de si esto es una causa o
un efecto de la condicion neuroldgica correspondiente [86]. La utiliza-
cion de moduladores terapéuticos de la MBTi en el tratamiento de TEA
al dia de hoy se ha llevado a cabo tan solo en entornos experimentales,
pero con escasos pero prometedores resultados [87]. En este sentido, el
trasplante de microbiota fecal (TMF) ha demostrado una eficacia mayor.
Su indicacion se sustenta en la idea de que la administracion de una
gran cantidad de microorganismos comensales de un donante sano
podria transformar a la MBTi disbidtica en una eubidtica. Los ensayos
clinicos de este tipo combinaron antibiéticos, una limpieza intestinal,
un supresor de acido estomacal y al TMF mismo, luego de lo cual se
ha podido observar en los pacientes mejoras significativas de sus sin-
tomas gastrointestinales, de los sintomas relacionados con el TEA 'y de
la conformacion de su MBTI, incluyendo aumentos significativos en la
diversidad bacteriana y en la abundancia relativa de Bifidobacterias y
Prevotella [88].

Aterosclerosis: nuevos estudios proponen un papel de la MBTi en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y renales cronicas, como
consecuencia del paso de toxinas a través de la barrera mucosa intes-
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tinal, siempre en el marco de una MBTi disbidtica. Por otra parte, en
el sindrome metabdlico se ha descripto el descenso de los niveles de
bacterias productoras de butirato.

Muchos de los ejemplos y las referencias antes mencionadas son el resultado
de muy novedosos y prometedores estudios realizados en laboratorio con ratones
(fase 0 de investigacion). Algunos otros implican la introduccion de microorganis-
mos comensales humanos o de sus productos en roedores isogénicos en condicio-
nes altamente controladas durante etapas definidas de patogénesis. En funcién de
esto, habria que subrayar que las predicciones de efectos similares en seres humanos
con enfermedad preclinica o manifiesta deberfan considerarse con precaucién. Los
ensayos clinicos controlados realizados hasta el momento han demostrado efectos
terapéuticos relativamente modestos por parte de los probidticos tradicionales en
adultos con diversos trastornos establecidos, lo que podria traspolarse en forma indi-
recta al efecto que los microorganismos que los componen tienen verdaderamente
en los procesos metabdlicos, fisioldgicos y patolégicos del tracto gastrointestinal [5,
89]. Como dijéramos, la investigacion del microbioma humano (con la notable ex-
cepcion del trasplante de materia fecal) auin se encuentra en su mayoria en una fase
descriptiva. El traslado de estos sélidos conocimientos obtenidos a las fases clinicas
y/0 terapéuticas que permitan intervenciones favorables para los pacientes con dis-
biosis se ve dificultado debido a la profunda complejidad que expresa la composi-
cion del microbioma humano. Frente a su estudio, el conjunto de datos obtenidos
es tan extenso y variado, que en general requiere de métodos estadisticos muy so-
fisticados para su andlisis, los que, ademas, explican solo un pequefo porcentaje de
la varianza en el microbioma. Parece claro que las interacciones 1:1 entre microor-
ganismos que hoy creemos irrelevantes para el huésped, podrian desempenfar un
papel mucho mas importante de lo que se ha previsto. Esto conlleva, a su vez, que las
aplicaciones industriales de esos resultados aun se mantengan en escalas menores.
Una dificultad afiadida es la que representan ciertas fallas légicas en la terminologia
utilizada, particularmente las relacionadas a la nocién de “disbiosis’, que en muchas
ocasiones permite conclusiones circulares. ;En qué ocasiones podemos afirmar que
hay “disbiosis”y en qué ocasiones podemos considerar que esa MBTi tan solo se aleja
de la normalidad, sin implicar patologia alguna? ;Se esta en presencia de una MBTi
“disbiotica” porque hay un proceso fisiopatoldgico subyacente, o quizas ese proceso
existe como causa de una “disbiosis” previa? Una gran cantidad de estudios de casos
y controles al respecto parecerian tener un bajo nivel de evidencia, requiriéndose al
dia de hoy mas metanalisis que permitan separar a las asociaciones consistentes de
disbiosis-enfermedad, de las asociaciones mas débiles [64]. Esto no opaca de nin-
guna manera la evidencia cientifica que sustenta todo lo antedicho, sino que, por el
contrario, pretende reafirmar la base experimental sobre la que se deberian asentar
los disefios de estudios por venir.
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VIII. ;COoMO LOGRAR UNA MBT sana?

Ya mencionamos que una MBTi diversa es una microbiota saludable, asi como que una
MBTi sana es aquella que colabora -dada la variedad e importabncia de funciones que tie-
ne-con la salud integral del huésped. Una microbiota sana es salud. Ahora bien, ;qué me-
didas y recaudos deberian tomarse para lograr un estado de equilibrio y una adecuada
diversidad en nuestra MBTi? A continuacién se propone una serie de recomendaciones:

1. Dieta estable y ejercicio.
2. Control del peso.

3. Dieta saludable: lactancia materna exclusiva hasta el sexto mes de vida
(como minimo), dieta variada a lo largo de toda la vida, con alto con-
sumo de fibras diversas y rica en alimentos fermentados. La fermenta-
cién es un proceso natural a través del cual los microorganismos como
levaduras y bacterias convierten los carbohidratos (como el almidon y
el azdcar) en alcohol o 4cidos, los que a su vez actlan como conservan-
tes naturales y le otorgan a los alimentos fermentados un sabor y una
acidez distintos. Dicha fermentacion promueve el crecimiento de una
amplia variedad de microorganismos beneficiosos para el huésped. Esta
eslarazén porla que el agregado de alimentos fermentados a la dieta es
una aporte directo a la salud de quien los consume. Como veremos en
los capitulos subsiguientes, existe todo tipo de alimentos fermentados:
yogures, kéfir, kombucha, alimentos fermentados en base a cereales y
granos, hortalizas y lequmbres, frutas, encurtidos céarnicos, bebidas alco-
hélicas, levaduras en panificados y otra infinidad de alimentos producto
de la actividad experimental en el marco de la gastronomfa profesional.

4, Suplementos: prebidticos, probidticos, simbidticos y post-bidticos.
5. Uso racional de antibioéticos.

6. Contacto habitual con la naturaleza, como forma de prevencién de la
higiene excesiva.

7. Tratamiento con MBTi: el trasplantes de materia fecal (TMF) consiste en la
infusion de una suspension fecal de un donante sano a un receptor, con la
intencion de restaurar alteraciones persistentes de la MBTi [90]. Como va
comentaramos, el TMF representa una opcidn terapéutica interesante en el
tratamiento de infecciones intestinales recurrentes por Clostridium difficile
(alta evidencia) y de algunas otras patologias como los TEA (baja evidencia).
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IX. CONCLUSIONES

Hoy la MBTi esta en el centro de la escena. De hecho, la década pasada fue pro-
puesta como “la década de la microbiota” [91, 92]. Por eso es fundamental la conti-
nuacion de las investigaciones en todas sus fases, la traslacion a la practica clinica,
y la divulgacion cientifica del estado actual y de las novedades que van surgiendo.
Avanzar en el conocimiento de nuestra MBTi es avanzar en el conocimiento de nues-
tra salud, porque una MBTi saludable es sindbnimo de sanidad gastrointestinal. En este
sentido, es esencial el mantenimiento de su diversidad, tanto a partir de la prevencion
de agresiones, como del estimulo de su desarrollo a partir de la promocion del parto
vaginal, de la lactancia materna, y de una dieta rica en fibras en la que los alimentos
fermentados tengan un papel protagoénico.
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RESUMEN

Los productos fermentados son conocidos desde épocas milenarias
por sus beneficios sobre la salud de los consumidores. A partir de allf
surge el concepto de probidticos, que segun la Organizacion Mundial
de la Salud y el Codigo Alimentario Argentino son microorganismos vi-
vos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, ejercen un
efecto benéfico sobre el consumidor. Muchos de estos microorganis-
mos han sido aislados de la microbiota del hospedador y son capaces
de impactar positivamente en el sistema inmune de mucosa. En los ul-
timos tiempos, los estudios exhaustivos sobre estos microorganismos
han permitido conocer algunos de los mecanismos de accién por los
cuales ejercen sus efectos. Algunas bacterias probidticas interaccionan
directamente con las células epiteliales intestinales, induciendo cam-
bios en las mismas, que llevan a la liberacion de sustancias que permiten
iniciar un didlogo entre las células y de ese modo orquestar la respuesta
inmune en intestino. La mayoria de los probidticos ingresan al organis-
mo a través de los alimentos o suplementos alimenticios y una vez en
el intestino, van a reforzar la barrera intestinal y mejorar el balance de
la microbiota intestinal. Se ha demostrado de manera cientifica que el
efecto no se limita al ambiente de intestino, sino que también puede
tener efecto en otros sitios mucosos y no mucosos distantes. Estudios
recientes demostraron que los probidticos pueden actuar a nivel de 6r-
ganos distantes, como timo.

El timo es de fundamental importancia en la diferenciacion y madu-
racion inmune de los linfocitos T, por lo que estd intimamente involucra-
doen el correcto funcionamiento del sistema inmune. Fisiologicamente,
el timo involuciona con la edad, haciendo a estos individuos mas vul-
nerables a infecciones. Los cambios nutricionales y algunas infecciones
también pueden afectar al timo. La posibilidad de prolongar el correcto
funcionamiento de este érgano mediante el consumo de alimentos fer-
mentados que contengan microorganismos probidticos, resulta en una
estrategia atractiva y prometedora. En este capitulo mostramos parte de
la evidencia cientifica que avala el consumo de probiéticos y productos
fermentados para mantener el balance del sistema inmune y mejorar la
calidad de vida.
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l. INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal constituye el sitio donde se completa la digestion de los
alimentos y la absorciéon de los productos finales, que pasan a la circulacion para su
distribucion en el organismo [1]. Debido a que el intestino es una cavidad abierta al
medio ambiente externo, recibe constantemente el impacto de antigenos que in-
gresan con la dieta, como también de agentes microbianos propios de la microbiota
intestinal, sin embargo, es muy dificil la infeccion por estos microorganismos, con los
cuales conviven de manera pacifica. Esta convivencia, producto de millones de afos
de coevolucion ha llevado a que esta interaccion humano-microorganismo, sea una
relacion simbidtica, donde las bacterias intestinales contribuyen de manera impor-
tante al metabolismo de los nutrientes humanos, al mismo tiempo que ocupan un
ambiente rico en sustancias nutritivas que le permiten desarrollarse [2]. Estas interac-
ciones bidireccionales que se establecen entre los microorganismos de la microbiota
y el hospedador son fundamentales para la vida.

La microbiota intestinal no solamente cumple un rol importante en la fisiologfa
y en el metabolismo de los alimentos, sino que también es indispensable para el
desarrollo y funcionamiento del sistema inmune a nivel intestinal. Estudios realizados
en animales libres de gérmenes, mostraron un menor desarrollo del sistema inmune,
caracterizado por tejido linfatico asociado a intestino (GALT) inmaduros, descenso
del nimero de linfocitos intestinales, disminucion de los niveles de péptidos antimi-
crobianos y de IgA, todo lo cual, es revertido luego de la colonizacién con bacterias
comensales, indicando la importancia de la microbiota en el normal desarrollo del
sistema inmune intestinal [3].

Al mismo tiempo el sistema inmune debe ser capaz de tolerar o no responder al
gran numero de microorganismos que residen en el lumen intestinal [4], sin descui-
dar o permitir la entrada de microorganismos patdgenos que rompen las barreras
quimicas vy fisicas (IgA-s, péptidos antimicrobianos y el mucus). En este sentido, la
microbiota cumple un rol clave en direccionar muchos aspectos del desarrollo y re-
gulacion del sistema inmune del hospedador [5, 6].

Con todo esto, el sistema inmune intestinal ha desarrollado propiedades especia-
lizadas que le permiten responder frente a la entrada de antigenos potencialmente
daninos o de microorganismos patdgenos [7].

Il. ORGANIZACION DEL SISTEMA INMUNE DE MUCOSA INTESTINAL

El tejido linfatico asociado a intestino o GALT (por las siglas en inglés de Gut
Associated Lymphoid Tissue) estd organizado en diferentes estructuras como las pla-
cas de Peyer (intestino delgado) y los foliculos linfoides aislados (intestino grueso), los
cuales estan distribuidos a lo largo de la pared intestinal.

Las placas de Peyer (PP) son agregados linfocitarios, visibles macroscépicamente,
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que estan presentes en la submucosa a lo largo del intestino delgado [8]. Las PP
estan constituidas por centros germinales que contienen linfocitos B rodeadas de
areas interfoliculares de linfocitos T. Estas regiones donde se encuentran las células
del sistema inmune, se encuentran separadas del lumen intestinal por una sola capa
de células epiteliales que forman lo que se denomina epitelio asociado a foliculo o
FAE (por las siglas en inglés de Follicle-Associated Epithelium). Por debajo de esta capa,
se ubica una zona difusa conocida como domo subepitelial, poblada por células pre-
sentadoras de antigenos (CPAs) profesionales (ver Figura 1).

Figura 1. Estructura y organizacion del sistema de mucosa intestinal
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#
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Diagrama esquematico de los componentes celulares del sistema inmune intestinal. Se ilus-
tra el sitio inductor de la respuesta inmune, las placas de Peyer y el sitio efector, las vellosidades
intestinales. Se puede observar el epitelio asociado al foliculo, el domo subepitelial que contiene
abundantes células presentadoras de antigeno CPAs (células dendriticas y macréfagos), la zona
marginal con macréfagos y linfocitos B, el drea interfolicular rica en linfocitos T y el centro ger-
minal con presencia de linfocitos B. Las placas de Peyer presentan vasos linfdticos eferentes y, el
antigeno llega por la captura luminal por las proyecciones de membrana emitidas por las células
dendriticas o macréfagos, o por el pasaje transcelular a través de las células M.

El FAE es diferente del resto del epitelio intestinal, porque contiene menor con-
centracion de enzimas digestivas asociadas a las vellosidades y menos pronunciado
el borde en cepillo. Estas especializaciones uUnicas del epitelio en dichas regiones, es
lo que le permite la captacion de antigenos que llegan a luz del intestino. En este pro-
ceso de captacion intervienen las células M, las cuales carecen de microvellosidades
y las recubre una muy delgada capa de mucus, lo que posibilita una mayor superficie
de contacto con los antigenos del lumen [9].
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II.LA. INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL INTESTINO

La defensa inmunitaria innata intestinal esta mediada en parte por barreras fisicas,
mecanicas y quimicas inespecificas. Entre las barreras fisicas, se encuentran las células
del epitelio, las cuales forman una Unica capa de células unidas entre si mediante
uniones estrechas, ubicadas en la porcion apical de las mismas, las cuales restringen
el paso de sustancias y antigenos del lumen a través de ellas, siendo Unicamente
permeable al paso de determinados solutos y al agua [10, 11].

Las células epiteliales de intestino tienen una participacion importante en la in-
duccién de la respuesta inmune ya que estas, actlan como sensores que detectan
componentes microbianos a través de los receptores de reconocimiento de patrén
(PRRs, Pattern-Recognition Receptors) tales como los receptores tipo Toll o TLRs (por las
siglas en inglés de Toll Like Receptors) [12].

Los movimientos peristalticos forman parte de la barrera mecénica inespecifica ya
que impiden la adhesion de los microorganismos al epitelio y ayudan a la expulsion
de los mismos con las heces [13].

En el epitelio se encuentran células especializadas que actlan como una barre-
ra protectora de la mucosa. Entre esas células podemos mencionar las células de
Paneth. Estas células epiteliales especializadas ubicadas en las criptas de las vellosi-
dades, producen péptidos con actividad antimicrobiana algunos de ellos denomina-
dos defensinas que ejercen efectos toxicos sobre los microorganismos provocando
la pérdida de la integridad de su pared o membrana [14]. Las células caliciformes,
otro tipo de células epiteliales modificadas, son secretoras de diversas proteinas gli-
cosiladas llamadas mucinas que recubren el epitelio formando una capa de mucus,
que mantiene distancia entre los antigenos de la luz intestinal y las células del epitelio
[15]. También a lo largo del epitelio del tracto gastrointestinal se encuentran presen-
tes las células enteroenddcrinas que secretan hormonas implicadas en los procesos
de regulacién de fluidos y en la secrecion de electrolitos, en la motilidad intestinal, en
el flujo sanguineo y la captacion de los alimentos [16].

Por debajo de la monocapa de células epiteliales, se encuentran dispersos abun-
dantes linfocitos y células presentadoras de anticuerpos (células dendriticas y macrofa-
gos); las cuales reciben senales de las células epiteliales y desencadenan mecanismos
no especificos innatos, que promueven la respuesta inmune adaptativa [17].

Como se expuso anteriormente, el sistema inmune a nivel de la mucosa intestinal
se encuentra en constante estado de alerta, pero estd adaptado a la presencia de
microorganismos comensales y sus productos.

Para poner en marcha una respuesta inmune a nivel de mucosas, es necesario que
el antigeno extrafo sea captado por las células M [18] o por las células dendriticas, que
tienen la capacidad de emitir prolongaciones de sus membranas entre las células del
epitelio para tomar contacto con los antigenos presentes en el lumen intestinal [19].

Luego de producida la captacion del antigeno, comienzan las primeras interac-
ciones en los sitios inductores de la respuesta inmunitaria intestinal, donde las CPAs
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presentan el antigeno a los linfocitos T o puede ocurrir la presentacion entre un linfo-
cito By T. Este proceso puede suceder en el domo subepitelial de las placas de Peyer,
en las regiones interfoliculares de los tejidos linfoides organizados o en los foliculos
linfoides aislados [20].

La principal forma de respuesta inmunitaria adaptativa de mucosas es la inmuni-
dad humoral, con produccion local y secrecion de Inmunoglobulina A (IgA) dimérica
o multimérica, resistentes a la degradacion por proteasas del microambiente intes-
tinal [21]. La IgA forma parte de la barrera intestinal, neutralizando los antigenos, de
manera que estos no puedan unirse a los receptores celulares vy facilitando de ese
modo su expulsién mediante el peristaltismo intestinal [22].

1. PROBIOTICOS Y SALUD

Hasta hace relativamente poco tiempo atras, las bacterias estaban asociadas a
enfermedad y eran consideradas nocivas para la salud, sin embargo, estudios pos-
teriores demostraron que existen microorganismos que viven de manera sim-
bidtica en el cuerpo, muchas de ellas con propiedades beneficiosas para la salud.
Actualmente, se habla de microorganismos probiodticos, los cuales han sido definidos
por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
Food Agriculture Organization) junto con la Organizacion Mundial para la Salud (OMS)
como “microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades ade-
cuadas, confieren un beneficio para la salud del hospedador” [23, 24]. Teniendo en
cuenta esta definicién, podriamos considerar “probidticos putativos” o “potenciales
probidticos” a todos los microorganismos comensales de las mucosas, con efectos
beneficiosos sobre la salud, sin embargo, hasta que estas cepas sean aisladas, carac-
terizadas y demuestren algun efecto favorable para el hospedador, las mismas no
pueden ser consideradas como verdaderos probidticos [24].

Los géneros mas utilizados como probidticos en humanos, son Lactobacillus,
Bifidobacterium, o Saccharomyces. Los probidticos se encuentran disponibles en dos
formas diferentes, como alimentos o como suplementos dietarios.

Una de las preguntas que siempre surgen en el empleo de estos microorganis-
mos probidticos es referente a la dosis recomendada vy a la frecuencia con la que
deben ser consumidos. La mayor parte de la evidencia cientifica muestra que las do-
sis minimas con las que se observan efectos beneficiosos estan entre 106-10° células
vivas por dia. Esto es un concepto general, que tiene sus variantes dependiendo de
la cepa, donde entraran en juego otros aspectos importantes como la capacidad de
las mismas para sobrevivir al pasaje por el medio sumamente acido del estdmago, la
capacidad de adherencia al epitelio del intestino o a la capa de mucus, lo cual favo-
recera la permanencia y multiplicacion de dicha bacteria en el intestino. Todas estas
caracteristicas son especificas de especie y de cepa y estaran intimamente relaciona-
das a la dosis necesaria [25, 26].

102



MALDONADO GALDEANO - CAZORLA - BALCELLS - MARTINEZ MONTEROS - LEMME DumiIT - PERDIGON

En la literatura se han descripto una gran cantidad de efectos beneficiosos para la
salud tanto a nivel neurolégico, endocrinolégico e inmunoldgicos inducidos por el
consumo de microorganismos probidticos. Muchos de esos efectos son especificos
de cepa. Otros efectos mas comunes y que podrian generalizarse a nivel de espe-
cie, son la produccion de vitaminas, la habilidad para reforzar la barrera intestinal,
la actividad enzimatica y la neutralizacion de carcindgenos, entre otros. Hay efectos
muy frecuentes y comunes entre los diferentes probioticos, como su capacidad para
colonizar temporariamente, producir acidos organicos, promover la diversidad de la
microbiota y competir con los patdgenos, entre algunos de los ejemplos [24].

Los efectos beneficiosos de los probidticos derivan de un amplio rango de mecanis-
mos los cuales incluyen el contacto directo célula bacteriana-hospedador o, la secre-
cion de diversas moléculas que actian como mediadores finales de la comunicacion
probidtica en el organismo. La naturaleza quimica y molecular de los componentes
presentes vy liberados al ambiente extracelular por las bacterias probidticas es muy di-
verso, los cuales incluyen péptidos de bajo peso molecular, aminodacidos, polisacaridos
de pared celular, ADN bacteriano, acidos organicos como el acido lactico o los &cidos
grasos de cadena corta [27]. Debido a este repertorio de moléculas efectoras que pue-
den interactuar con el hospedador, sus mecanismos de accion son muy diversos [28].

[1l.LA. PROBIOTICOS EN LA MODULACION DEL SISTEMA INMUNE INTESTINAL

Entre los diferentes efectos atribuidos a los probidticos, el que ha sido estudiado
en nuestro laboratorio es la capacidad de los mismos para estimular/modular el sis-
tema inmune intestinal.

Los probidticos tienen como principal puerta de entrada, la via oral, a través de
los alimentos que los contienen y que forman parte de la dieta diaria. Al llegar al
intestino delgado, establecen una comunicacion directa con las células del epitelio
intestinal [29]. En este punto es donde se pone en marcha la comunicacion entre las
diferentes células, siendo las células epiteliales claves en la informacion que van a
transmitir a las células inmunes subyacentes [30].

Las interacciones que se establecen entre las células eucariotas (CEl) y procariotas
(bacterias) estan determinadas mediante receptores. Las células del epitelio intestinal
presentan en su superficie los receptores de reconocimiento de patrén (RRP) que
van a reconocer estructuras especificas en la pared celular de los microorganismos
probidticos, llevando a desencadenar una cascada de sefales que culminan en la sin-
tesis de mediadores bioquimicos. Entre ellos, los mas importantes son las citoquinas,
quienes seran las encargadas de iniciar el didlogo entre las células.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, diferentes moléculas localizadas en la
pared celular podrian interaccionar con los PRRs de las células epiteliales intestinales
y/o de las células inmunes presentes en la ldamina propia, y actuar como potenciales ad-
yuvantes de la mucosa mejorando la respuesta inmune local y sistémica. Existen inves-
tigaciones que muestran que la pared celular de microorganismos probidticos tienen
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un efecto similar al de la bacteria completa, sobre las células epiteliales de intestino [31].

El epitelio intestinal tiene por tanto una participacion clave y activa, siendo estas
células las encargadas de comunicar los cambios que se producen en el lumen intes-
tinal e informar a las células inmunes subyacentes.

Existen en el epitelio, células especializadas, como son las células caliciformes, pro-
ductoras de mucus y las células de Paneth, secretoras de péptidos antimicrobianos.
Ambos tipos celulares son importantes en mantener la integridad de la barrera intes-
tinal y en la defensa frente a infecciones [32, 33].

En los ultimos afos, los estudios llevados a cabo en las células caliciformes, han
permitido entender mas profundamente el rol de estas células en el intestino, atribu-
yéndole otras funciones ademas de la sintesis de mucina. Es asi que, se ha demostra-
do que, éstas células son capaces de endocitar material soluble presente en el lumen
intestinal y pasarlo a las células dendriticas subyacentes [34], activando de ese modo
al sistema inmune.

Estudios realizados en modelos animales de experimentacién mostraron que la
administracién oral de diferentes bacterias probidticas o de sus paredes celulares no
indujeron cambios en el nimero de células caliciformes a nivel de intestino delgado
[35]. Sin embargo, aun cuando el nimero de células no varie, la funcién de las mis-
mas puede verse activada por acciéon de los probidticos, induciendo aumento en la
secrecion de mucinas [36].

Otros estudios realizados recientemente en cerdos mostraron que la administra-
cion de una mezcla de Bacillus licheniformis y B. subtilis produjo cambios en la com-
posicion de la microbiota, que afectaron positivamente el nimero de las células
caliciformes y la produccion de MUC2 [37]. En la misma linea, estudios realizados en
pollo con una cepa de Lactobacillus reuterilogréd un aumento en la diferenciacion de
células caliciformes a partir de células madres con aumentos en la producciéon de
MUC2 [38]. También se han reportado cambios en la composicion de los carbohidra-
tos de la mucina producida por las células caliciformes [39].

La secrecion de péptidos antimicrobianos conjuntamente con la sintesis de IgA
y el mucus constituyen una importante herramienta para mantener el balance de la
microbiota intestinal y restringir la entrada de microorganismos patdégenos [40].

Diferentes cepas de bacterias probidticas han mostrado tener efecto sobre estas
células. Asi, en estudios in vivo, donde los animales reciben por via oral la cepa pro-
bidtica, se observé un aumento en el nimero de células de Paneth en las bases de las
criptas del intestino delgado (Figura 2). En este mismo estudio, se observé en ratones
de diferentes edades, que los probidticos aumentaron la actividad antimicrobiana
de los fluidos intestinales frente a microorganismos patdégenos como S. typhimurium
and S. aureus [41].
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Figura 2. Efecto de las bacterias probidticas sobre el nimero de células de Paneth

o :

Tincién con hematoxilina-eosina en cortes de intestino delgado de ratones alimentados con
Lactobacillus paracasei CNCM [-1518. La eosina tifie intensamente los grdnulos bdsicos de las cé-
lulas de Paneth. Aumento:(A) x 400, (B) x1000. Las flechas negras indican (A) las células de Paneth
en la base de las criptas y (B) los grdnulos secretores de las células de Paneth.

De acuerdo a estos resultados, el consumo de probidticos o de productos fer-
mentados que los contienen serfan una alternativa para estimular la secrecion de
péptidos antimicrobianos en el intestino, posibilitando su accién como antibidticos
enddgenos para combatir los patdgenos y regular la simbiosis entre bacterias co-
mensales y la mucosa del huésped.

La IgA se produce predominantemente en las superficies mucosas, teniendo
como principal funcion servir como barrera inmunoldgica, previniendo la unién del
patdgeno a las células epiteliales [22]. Esto es posible, ya que la IgA puede unirse a los
patdgenos que estan entrampados en el mucus y de ese modo ayudar a su expulsion
mediante los movimientos peristalticos [42]. También puede tener otra funcién intra-
celular, mediante la cual se une al patégeno dentro de compartimentos vesiculares
en las células epiteliales para exportarlos luego hacia la luz intestinal [43].

La induccion de la produccion de IgA por la administracion oral de bacterias probio-
ticas en el intestino, es una de las propiedades inmunoldgicas mas relevantes [44, 45].

En nuestro laboratorio diversos estudios documentaron que luego de la ad-
ministracion oral de las bacterias probidticas, se incrementa el nimero de células
productoras de IgA en el intestino delgado de ratones BALB/c en una manera dosis
dependientey, que el consumo por largos periodos de tiempo de una leche fermen-
tada probidtica incrementa el nimero de células IgA+ tanto en el intestino delgado
como en el grueso [46, 47]. Incluso, en modelos murinos de alergia proteica, estrés o
infeccion por enteropatdgenos, la administracion de las bacterias probidticas incre-
mento las células productoras de IgA en la lamina propia intestinal [48, 49, 50]. Un
hallazgo muy importante, es que el aumento de IgA no se restringe al microambiente
intestinal, sino que también alcanza a otros sitios mMucosos y N0 mucosos distantes,
como ser mamas y pulmones, mostrando una accion de los probidticos mas alla del
intestino [46]. En la Figura 3 se resumen los mecanismos por los cuales los probidticos
modulan el sistema inmune de mucosas.
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Figura 3. Mecanismos de modulacion del sistema inmune de mucosas por
bacterias probidticas
Lumen
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Mecanismo de accién de probidticos a nivel de intestino. Luego de la administracién oral, los
probidticos y sus paredes celulares alcanzan el epitelio, interacttian con las CEls activdndolas y es-
timulando la produccidn de citoquinas. Las citoquinas producidas por las CEls por la estimulacidn
probidtica o de sus paredes celulares generan el microambiente en la Idmina propia intestinal que
favorece la produccicn y liberacidn de IgA-s. A nivel del sitio inductor de la respuesta inmune de mu-
cosa intestinal (placas de Peyer), los macréfagos mantienen su estado de hiporespuesta luego de la
estimulacién con los probidticos o sus paredes celulares, manteniendo la capacidad de producir cito-
quinas. Sin embargo, en sitios no mucosos distantes (peritoneo y bazo) la administracién probidtica
0 sus paredes celulares incrementaron la funcionalidad de los macréfagos. Las sefiales producidas
a nivel intestinal permiten el incremento de IgA en otros sitios mucosos distantes de intestino, como
bronquios y gldndulas mamarias. Los mecanismos de activacidn/regulacién inmune inducido por
las bacterias probicticas o sus paredes celulares son cepa y pared celular dependientes.

Todas estas evidencias cientificas muestran el efecto de los probidticos y los produc-
tos fermentados que lo contienen principalmente sobre la respuesta inmune innata y la
barrera intestinal, pero sabemos ademas que la activacion de las células inmunes lleva a la
produccion de citoquinas que van a orquestar una serie de respuestas tanto en las células
intestinales como también a nivel sistémico y en otros sitios distantes de intestino.
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[11.B. PROBIOTICOS Y SUS EFECTOS SOBRE CELULAS DEL TIMO

El timo es un érgano linfoide primario, donde ocurren la diferenciacion y madu-
racion de los timocitos. Es la principal fuente de linfocitos T inmunocompetentes del
organismo y es considerado “el reloj inmunoldgico del envejecimiento”.

La involucién del timo y la disminucion de la salida de linfocitos T son dos im-
portantes cambios que ocurren en el sistema inmunitario con el envejecimiento. La
edad exacta a la cual comienza esta involucion no se conoce, pero generalmente se
asume que comienza en la pubertad, aunque el tejido timico funcional se mantiene
al menos hasta los 60 afios de edad, momento donde la mayoria del tejido parenqui-
mal es reemplazado por grasa. En consecuencia, el proceso de involucion del timo
relacionado con la edad contribuye a una mayor susceptibilidad a infecciones, cancer
y a un riesgo incrementado de fallas a la vacunacion en personas adultas [51].

Ademés de esta involucion fisiologica, se ha demostrado que los procesos de mal-
nutricion, tanto obesidad como desnutricion producen atrofia del timo, afectando
los compartimentos linfoides del mismo y por ende afectando su funcion [52, 53].

Estudios previos realizados en modelos animales de malnutricion (obesidad y des-
nutricién) mostraron una pérdida en la diferenciacion corticomedular en los lobulillos
del timo, con incremento en el nimero de linfocitos dobles positivos (CD4+-CD8%)
inmaduros y disminucién de linfoncitos T CD4+ [54].

Si bien se conocen como afectan la edad y la malnutricion en la funcionalidad del
timo, poco se conoce si los probidticos podrian tener una funcion importante en la
restauracion de este érgano.

Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio, demostraron la capacidad de una
leche fermentada conteniendo la cepa probidtica L. casei DN 114001 en restaurar la
histologiay la funcionalidad del timo, cuando ésta era administrada como suplemen-
to dietario a ratones desnutridos y en ratones obesos (Figura 4) [55, 56].

Figura 4.

Cortes histolégicos de timo obtenidos de ratones obesos que fueron sometidos a una dieta rica en
grasas. Los animales fueron suplementados con una leche fermentada probidtica (LFP). Los cortes
fueron tenidos con hematoxilina-eosina. Las muestras Pertenecen a los grupos A) Control normal;
B) Control Obeso;, C) Control normal suplementado con LFP; D) Control Obeso suplementado con
LFR Aumento de 100 x. El consumo de la LFP mejora las alteraciones histolégicas en timo causa-
das como consecuencia de la dieta con alta contenido de grasas.
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Estudios recientes mostraron que una dieta rica en grasas acelera los cambios que
se producen en el timo por el paso del tiempo [57]. Todavia no se conoce el modo en
el que una dieta rica en grasas puede inducir cambios en la regulacion timica.

Si bien no existe una clara relacion entre el timo y la microbiota intestinal, hay evi-
dencias de que los linfocitos T reguladores (CD4+ Foxp3+) producidos en el timo, son
capaces de inducir tolerancia en el intestino frente a la microbiota indigena.

La microbiota intestinal constantemente interacciona con las células del sistema
inmune induciendo un repertorio de linfocitos a nivel intestinal. Determinados mi-
croorganismos producen un set de linfocitos caracteristicos. Por ejemplo, las bac-
terias filamentosas presentes en intestino inducen una respuesta Th17, y son estas
bacterias las que estan relacionadas con los procesos infecciosos oportunistas y de
autoinmunidad [58, 59, 60].

La colonizacion del intestino de ratones con Bacteroides fragilis, induce produccién
de IL-10vy diferenciacion de células Treg, asi mismo la administracion de bacterias pro-
biodticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, modifican las
condiciones inflamatorias en el intestino, probablemente por un aumento de células
Treg [61,62, 63, 64]. Estos resultados muestran la importancia de la composicion de
la microbiota intestinal en el mantenimiento de la homeostasis y como el desbalance
de la misma lleva al establecimiento de enfermedades inflamatorias [65], sugiriendo
que la eficiente generacion periférica de las poblaciones de células Treg especificas
para determinados antigenos en respuesta a la microbiota de un individuo, propor-
cionan una importante educacion post-timica del sistema inmune frente a antigenos
extranos, induciendo de este modo tolerancia a la microbiota comensal.

Esto sugiere una comunicacion entre intestino y timo y la posibilidad de generar
cambios en uno u otro sentido, teniendo la microbiota un rol fundamental en estas
interacciones. Asi surge la hipotesis de que el consumo de probidticos y productos
fermentados podrian tener relevancia en la regulacién timica y en los cambios que se
producen en la histologia de este drgano con el paso del tiempo. En este sentido se
direccionan futuras investigaciones que permitirdn contar con las evidencias cienti-
ficas necesarias para postular el consumo de alimentos fermentados y/o probioticos
como una estrategia para prolongar la funcionalidad del timo, entendiéndose esto,
como un modo de mejorar la inmunidad y la calidad de vida durante la senescencia.

IV. DECLARACION DE POSIBLES CONFLICTOS DE INTERES

Los autores declaran no tener ningun conflicto de interés.

V. BIBLIOGRAFIA CITADA

[11Yu, H., Hasan, N. M., In, J. G, Estes, M. K,, Kovbasnjuk, O., Zachos, N. C. y Donowitz, M. (2017)

108



MALDONADO GALDEANO - CAZORLA - BALCELLS - MARTINEZ MONTEROS - LEMME DumiIT - PERDIGON

«The Contributions of Human Mini-Intestines to the Study of Intestinal Physiology and
Pathophysiology», Annual Review of Physiology, 79(1), pp. 291-312. doi: 10.1146/annurev-
physiol-021115-105211.

[2] Hooper LV, Macpherson AJ. Immune adaptations that maintain homeostasis with the
intestinal microbiota. Nat Rev Immunol. 2010; 10:159-69

[3] Chinen, T.y Rudensky, A.Y. (2012) «The effects of commensal microbiota on immune cell
subsets and inflammatory responses», Immunological Reviews. Blackwell Publishing Ltd,
245(1), pp. 45-55.doi: 10.1111/].1600-065X.2011.01083 .

[4] Ahluwalia, B, Magnusson, M. K.y Ohman, L. (2017) «Mucosal immune system of the
gastrointestinal tract: maintaining balance between the good and the bad», Scandinavian
Journal of Gastroenterology. Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group, 52(11),
pp. 1185-1193. doi: 10.1080/00365521.2017.1349173

[5] Arrieta, M.-C.y Finlay, B. B. (2012) «The commensal microbiota drives immune
homeostasis.», Frontiers in Immunology. Frontiers Media SA, 3, p. 33. doi: 10.3389/
fimmu.2012.00033.

[6] Hooper, L.V, Littman, D. R.y Macpherson, A. J. (2012) «Interactions Between the Microbiota
and the Immune Systemy, Science, 336(6086), pp. 1268-1273. doi: 10.1126/science.1223490.

[7] Konig, J., Wells, J,, Cani, P. D., Garcia-Rdédenas, C. L, MacDonald, T, Mercenier, A, Whyte, J,,
Troost, F.y Brummer, R-J. (2016) «<Human Intestinal Barrier Function in Health and Disease»,
Clinical and Translational Gastroenterology, 7(10), p. €196. doi: 10.1038/ctg.2016.54.

[8] Da Silva, C, Wagner, C,, Bonnardel, J,, Gorvel, J-P.y Lelouard, H. (2017) «The Peyer’s
Patch Mononuclear Phagocyte System at Steady State and during Infection, Frontiers in
Immunology, 8(OCT), p. 1254. doi: 10.3389/fimmu.2017.01254.

[9] Rios, D., Wood, M. B,, Li, J,, Chassaing, B, Gewirtz, A. T. y Williams, I. R. (2016) «Antigen
sampling by intestinal M cells is the principal pathway initiating mucosal IgA production to
commensal enteric bacteria.», Mucosal Immunology. Nature Publishing Group, 9(4), pp. 907-
16. doi: 10.1038/mi.2015.121.

[10] Goto, Y.y Ivanov, I. I. (2013) «Intestinal epithelial cells as mediators of the commensal-
host immune crosstalk.», Immunology and Cell Biology. Nature Publishing Group, 91(3), pp.
204-214. doi: 10.1038/icb.2012.80.

[11] Suzuki, T. (2013) «Regulation of intestinal epithelial permeability by tight junctions»,
Cellular and Molecular Life Sciences, 70(4), pp. 631-659. doi: 10.1007/500018-012-1070-x.

[12] Peterson, L. W. y Artis, D. (2014) «Intestinal epithelial cells: regulators of barrier function

and immune homeostasis.», Nature Reviews Immunology. Nature Publishing Group, 14(3),
pp. 141-53. doi: 10.1038/nri3608.

109



CAPiTULO 4 - CONSUMO DE LECHES FERMENTADAS PROBIOTICAS Y SU IMPACTO SOBRE EL SISTEMA INMUNE

[13] Cremer, J, Segota, |, Yang, C-Y.,, Arnoldini, M., Sauls, J.T,, Zhang, Z,, Gutierrez, E., Groisman,
A.y Hwa, T. (2016) «Effect of flow and peristaltic mixing on bacterial growth in a gut-like
channel», Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
113(41), pp. 11414-11419. doi: 10.1073/pnas.1601306113.

[14] Sansonetti, P. J. (2004) «War and peace at mucosal surfaces», Nature Reviews
Immunology, 4, pp. 953-964. doi: 10.1038/nri1499

[15] Johansson, M. E.V, Phillipson, M., Petersson, J., Velcich, A, Holm, L. y Hansson, G. C. (2008)
«The inner of the two Muc2 mucin-dependent mucus layers in colon is devoid of bacteria.»,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. National
Academy of Sciences, 105(39), pp. 15064-9. doi: 10.1073/pnas.0803124105.

[16] Cingolani, H. E. y Houssay, A. B. (2000) Fisiologia Humana de Houssay. 7a ed. Buenos
Aires: El Ateneo.

[17] Izadpanah, A, Dwinell, M. B, Eckmann, L, Varki, N. M. y Kagnoff, M. F. (2001) «Regulated

MIP-3alpha/CCL20 production by human intestinal epithelium: mechanism for modulating
mucosal immunity.», American Journal of Physiology. Gastrointestinal and Liver Physiology.
American Physiological Society, 280(4), pp. G710-9. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/11254498.

[18] Schulz, O, Jaensson, E,, Persson, E. K, Liu, X, Worbs, T,, Agace, W. W. y Pabst, O. (2009)
«Intestinal CD103+, but not CX3CR1+, antigen sampling cells migrate in lymph and serve
classical dendritic cell functions», Journal of Experimental Medicine, 206(13). Disponible en:
http://jem.rupress.org/content/206/13/3101.short.

[19] Rescigno, M., Urbano, M., Valzasina, B., Francolini, M., Rotta, G., Bonasio, R., Granucdi,

F, Kraehenbubhl, J-P.y Ricciardi-Castagnoli, P. (2001) «Dendritic cells express tight junction
proteins and penetrate gut epithelial monolayers to sample bacteria», Nature Immunology.
Nature Publishing Group, 2(4), pp. 361-367. doi: 10.1038/86373.

[20] Lycke, N.Y.y Bemark, M. (2012) «The role of Peyer's patches in synchronizing gut Iga
responses», Frontiers in Immunology, 3(NOV), pp. 1-9. doi: 10.3389/fimmu.2012.00329.

[21] Honda, K.y Littman, D. R. (2016) «The microbiota in adaptive immune homeostasis and
disease», Nature. Nature Research, 535(7610), pp. 75-84. doi: 10.1038/nature18848.

[22] Sutherland, D. B.y Fagarasan, S. (2012) «IgA synthesis: A form of functional immune
adaptation extending beyond gut», Current Opinion in Immunology. Elsevier Ltd, 24(3), pp.
261-268. doi: 10.1016/j.c0i.2012.03.005.

[23] FAO/WHO (2001) «Probiotics in food: Health and nutritional properties and guidelines

for evaluation», en Report of a Joint FAO/WHO Expert Consultation on Evaluation of Health
and Nutritional Properties of Probiotics in Food including Powder Milk with Live Lactic Acid
Bacteria, p. 30. doi: 10.1201/9781420009613.ch16.

110



MALDONADO GALDEANO - CAZORLA - BALCELLS - MARTINEZ MONTEROS - LEMME DumiIT - PERDIGON

[24] Hill, C,, Guarner, F, Reid, G., Gibson, G. R, Merenstein, D. J., Pot, B., Morelli, L., Canani, R.

B., Flint, H. J,, Salminen, S., Calder, P. C.y Sanders, M. E. (2014) «Expert consensus document:
The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics consensus statement on
the scope and appropriate use of the term probiotic.», Nature Reviews Gastroenterology &
Hepatology. Nature Publishing Group, 11, pp. 506-514. doi: 10.1038/nrgastro.2014.66.

[25] Champagne CP, Ross RP, Saarela M, Hansen KF, Charalampopoulos D. Recommendations
for the viability assessment of probiotics as concentrated cultures and in food matrices.

Int J Food Microbiol 2011; 149:185-193; PMID:21803436; http://dx.doi.org/10.1016/j.
ijffoodmicro.2011.07.005

[26] Reid, G. The Importance of Guidelines in the Development and Application
of Probiotics. Curr Pharm Des 2005; 11:11-16; PMID:15638748; http://dx.doi.org/
10.2174/1381612053382395

[27] Lebeer, S, Vanderleyden, J. y De Keersmaecker, S. C. J. (2008) «Genes and molecules of
lactobacilli supporting probiotic action.», Microbiology and Molecular Biology Reviews, 72(4),
pp. 728-764. doi: 10.1128/MMBR.00017-08.

[28] Hevia, A, Delgado, S., Sénchez, B. y Margolles, A. (2015) «<Molecular players involved
in the interaction between beneficial bacteria and the immune system», Frontiers in
Microbiology, 6(NOV), pp. 1-8. doi: 10.3389/fmicb.2015.01285

[29] Galdeano, C. M.y Perdigén, G. (2004) «Role of viability of probiotic strains in
their persistence in the gut and in mucosal immune stimulation», Journal of Applied
Microbiology, 97(4), pp. 673-681.doi: 10.1111/].1365-2672.2004.02353 x.

[30] Lebeer, S, Vanderleyden, J. y De Keersmaecker, S. C. J. (2010) «Host interactions of
probiotic bacterial surface molecules: comparison with commensals and pathogens.»,
Nature Reviews Microbiology. Nature Publishing Group, 8(3), pp. 171-184. doi: 10.1038/
nrmicro2297.

[31] Lemme-Dumit JM, Polti MA, Perdigén G, Galdeano CM. Probiotic bacteria
cell walls stimulate the activity of the intestinal epithelial cells and macrophage
functionality. Benef Microbes. 2018 29;9(1):153-164. doi: 10.3920/BM2016.0220

[32] McGuckin, M. A.y Hasnain, S. Z. (2017) «Goblet cells as mucosal sentinels for
immunity», Mucosal Immunology. Nature Publishing Group, 10(5), pp. 1118-1121.
doi: 10.1038/mi.2016.132.

[33] Armbruster, N. S, Stange, E. F. y Wehkamp, J. (2017) «In the Wnt of Paneth
Cells: Immune- Epithelial Crosstalk in Small Intestinal Crohn's Disease», Frontiers in
Immunology, 8, p. 1204. doi: 10.3389/fimmu.2017.01204.

[34] McDole, JR. et al. Goblet cells deliver luminal antigen to CD103 p dendritic cells

111



CAPiTULO 4 - CONSUMO DE LECHES FERMENTADAS PROBIOTICAS Y SU IMPACTO SOBRE EL SISTEMA INMUNE

in the small intestine. Nature 483, 345-349 (2012).

[35] Lemme Dumit JM, Polti MA, Perdigon G and Maldonado-Galdeano C (2018)
“Probiotic bacteria cell walls stimulate the activity of the intestinal epithelial cells
and macrophage functionality” Beneficial Microbes 9(1):153-164. doi: 10.3920/
BM2016.0220.

[36] Dykstra, N. S, Hyde, L., Adawi, D., Kulik, D., Ahrne, S., Molin, G., Jeppsson, B,
MacKenzie, A.y Mack, D.R. (2011) «Pulse Probiotic Administration Induces Repeated
Small Intestinal Muc3 Expression in Rats», Pediatric Research. Nature Publishing
Group, 69(3), pp. 206-211. doi: 10.1203/PDR.0b013e3182096ff0.

[37] Zhang W, Zhu YH, Zhou D, Wu Q, Song D, Dicksved J, Wang JF. Oral
Administration of a Select Mixture of Bacillus Probiotics Affects the Gut Microbiota
and Goblet Cell Function following Escherichia coli Challenge in Newly Weaned
Pigs of Genotype MUC4 That Are Supposed To Be Enterotoxigenic E. coli F4ab/

ac Receptor Negative. Appl Environ Microbiol. 2017 17,83(3). pii: €02747-16. doi:
10.1128/AEM.02747-16.

[38] Xie S, Zhao S, Jiang L, Lu L, Yang Q, Yu Q. Lactobacillus reuteri Stimulates
Intestinal Epithelial Proliferation and Induces Differentiation into Goblet Cells in
Young Chickens. J Agric Food Chem. 2019. doi: 10.1021/acs.jafc.9b06256.

[39] Desantis S, Mastrodonato M, Accogli G, Rossi G, Crovace AM. Effects of a
probiotic on the morphology and mucin composition of pig intestine. Histol
Histopathol. 2019. 34(9):1037-1050. doi: 10.14670/HH-18-106.

[40] Hooper, L. V. y Macpherson, A. J. (2010) «immune adaptations that maintain homeostasis
with the intestinal microbiota.», Nature Reviews Immunology, 10(3), pp. 159-69. doi:10.1038/
nri2710.

[41] Cazorla SI, Maldonado-Galdeano C, Weill R, De Paula J, Perdigén G. (2018). Oral
Administration of Probiotics Increases Paneth Cells and Intestinal Antimicrobial Activity. Front
Microbiol. 16;9:736. doi: 10.3389/fmich.2018.00736. eCollection 2018.

[42] Rogiier, E, Frantz, A, Bruno, M. y Kaetzel, C. (2014) «Secretory IgA is Concentrated in the
Outer Layer of Colonic Mucus along with Gut Bacteria», Pathogens, 3(2), pp. 390-403. doi:
10.3390/pathogens3020390.

[43] Hutchings, A. B, Helander, A, Silvey, K. J,, Chandran, K, Lucas, W.T, Nibert, M. L. y Neutra,
M. R. (2004) «Secretory immunoglobulin A antibodies against the sigma1 outer capsid protein
of reovirus type 1 Lang prevent infection of mouse Peyer’s patches.», Journal of Virology.
American Society for Microbiology, 78(2), pp. 947-57. doi: 10.1128/JV1.78.2.947-957.2004.

112



MALDONADO GALDEANO - CAZORLA - BALCELLS - MARTINEZ MONTEROS - LEMME DumiIT - PERDIGON

[44] Wang, H., Gao, K., Wen, K,, Allen, I. C,, Li, G,, Zhang, W.,, Kocher, J,, Yang, X., Giri- Rachman,
E. Li, G-H., Clark-Deener, S.y Yuan, L. (2016) «Lactobacillus rhamnosus GG modulates innate
signaling pathway and cytokine responses to rotavirus vaccine in intestinal mononuclear
cells of gnotobiotic pigs transplanted with human gut microbiota» BMC Microbiology, 16(1),
p. 109. doi: 10.1186/512866-016-0727-2.

[45] Yan, F, Liu, L, Cao, H., Moore, D. J,, Washington, M. K, Wang, B., Peek, R. M., Acra, S.a y Polk,
D. B. (2017) «Neonatal colonization of mice with LGG promotes intestinal development and
decreases susceptibility to colitis in adulthood», Mucosal Immunology, 10(1), pp. 117-127.
doi: 10.1038/mi.2016.43.

[46] de Moreno de LeBlanc, A, Dogi, C. a, Galdeano, C. M., Carmuega, E., Weill, R. y Perdigon,
G. (2008) «Effect of the administration of a fermented milk containing Lactobacillus casei DN-
114001 on intestinal microbiota and gut associated immune cells of nursing mice and after
weaning until immune maturity.», BMC Immunology, 9, p. 27. doi: 10.1186/1471-2172-9-27.

[47] de Moreno de LeBlanc, A, Galdeano, C. M., Chaves, S.y Perdigén, G. (2005) «Oral
Administration of L. Casei CRL 431 Increases Immunity in Bronchus and Mammary Glands»,
European Journal of Inflammation. SAGE PublicationsSage UK: London, England,3(1), pp. 23-
28.doi: 10.1177/1721727X0500300105.

[48] de Moreno de LeBlanc, A, Castillo, N. A. y Perdigon Gabriela, G. (2010) «Anti-infective
mechanisms induced by a probiotic Lactobacillus strain against Salmonella enterica serovar
Typhimurium infection», International Journal of Food Microbiology. Elsevier B.V., 138(3), pp.
223-231.doi: 10.1016/j.ijfoodmicro.2010.01.020.

[49] Palomar, M. M., Maldonado Galdeano, C. y Perdigon, G. (2014) «Influence of a probiotic
lactobacillus strain on the intestinal ecosystem in a stress model mouse», Brain, Behavior, and
Immunity, 35, pp. 77-85. doi: 10.1016/}.bbi.2013.08.015.

[50] Velez, E. M. M., Maldonado Galdeano, C., Carmuega, E., Weill, R, Bibas Bonet, M. E.
y Perdigon, G. (2015) «Probiotic fermented milk consumption modulates the allergic
process induced by ovoalbumin in mice», British Journal of Nutrition, 114(4), pp.
566-76.doi:10.1017/50007114515001981.

[51] Castle SC (2000) Impact of age-related immune dysfunction on risk of
infections. Z Gerontol Geriatr 33:341-349

[52] Savino, W. (2002) The thymus gland is a target in malnutrition. Fur J Clin Nutr 56,
S46-549.

[53] Savino, W., and Dardenne, M. (2010) Nutritional imbalances and infections affect

the thymus: consequences on T-cell- mediated immune responses. Proc Nutr Soc 69,
636-643.

113



CAPiTULO 4 - CONSUMO DE LECHES FERMENTADAS PROBIOTICAS Y SU IMPACTO SOBRE EL SISTEMA INMUNE

[54] Novotny Nufiez, |, Maldonado Galdeano C, Castillo, N, de Moreno de LeBlanc A
y Perdigon G. (2012). “Bacterias probidticas como suplemento dietario promisorio
para la salud”” ISSN: 1666-7948. Revista QuimicaViva.11, 3: 199-209.

[55] Ivanna Novotny Nufiez, Carolina Maldonado Galdeano, Esteban Carmuega,
Ricardo Weill, Alejandra de Moreno de LeBlanc and Gabriela Perdigén. (2013). “Effect
of a probiotic fermented milk on the thymus in BALB/c mice under non-severe
protein-energy malnutrition” ISSN: 0007-1145. British Journal of Nutrition. 110: 500-
508. doi: 10.1017/50007114512005302.

[56] Novotny Nufez |, Maldonado Galdeano C, de Moreno de leblanc A, Perdigén
G. (2015)."Lactobacillus casei CRL 431 administration decreases inflammatory
cytokines in a diet-induced obese mouse model”. Nutrition. 31(7-8):1000-1007.
Doi: 10.1016/j.nut.2015.02.006. Epub 2015 Feb ISSN: 0899-9007 (Print); 1873-1244
(Electronic).

[57] Yang H., Youm H., Vandanmagsar B., Rood J,, Kumar K. G,, Butler A., and Dixit,
V.D.(2009). Obesity accelerates thymic aging. Blood. 114, (18): 3803-3812.

[58] Ivanov I, Atarashi K, Manel N, Brodie EL, Shima T, Karaoz U, Wei D, Goldfarb
KC, Santee CA, Lynch SV, Tanoue T, Imaoka A, Itoh K, Takeda K, Umesaki Y, Honda
K, Littman DR.(2009). Induction of intestinal Th17 cells by segmented filamentous
bacteria. Cell 139, 485-498.

[59] Gaboriau-Routhiau V, Rakotobe S, Lécuyer E, Mulder |, Lan A, Bridonneau C,
RochetV, Pisi A, De Paepe M, Brandi G, Eberl G, Snel J, Kelly D, Cerf-Bensussan
N.V. (2009). The key role of segmented filamentous bacteria in the coordinated
maturation of gut helper T cell responses. Immunity 31, 677-689.

[60] Wu HJ, Ivanov Il, Darce J, Hattori K, Shima T, Umesaki Y, Littman DR, Benoist C,
Mathis D. (2010). Gut-residing segmented filamentous bacteria drive autoimmune
arthritis via T helper 17 cells. Immunity. 25; 32(6):815-827.

[61] Hall JA, Bouladoux N, Sun CM, Wohlfert EA, Blank RB, Zhu Q, Grigg ME, Berzofsky
JA, Belkaid Y. (2008). Commensal DNA limits regulatory T cell conversion and is a
natural adjuvant of intestinal immune responses. Immunity, 17; 29(4):637-649.

[62] Di Giacinto C, Marinaro M, Sanchez M, Strober W, Boirivant M. (2005). Probiotics
ameliorate recurrent Th1-mediated murine colitis by inducing IL.-10 and IL-10-
dependent TGF-beta-bearing regulatory cells. J. Immunol. 174, 3237-3246.

[63] Lyons A, O'Mahony D, O'Brien F, MacSharry J, Sheil B, Ceddia M, Russell WM,
Forsythe P, Bienenstock J, Kiely B, Shanahan F, O'Mahony L. (2010). Bacterial strain-

114



MALDONADO GALDEANO - CAZORLA - BALCELLS - MARTINEZ MONTEROS - LEMME DumiIT - PERDIGON

specific induction of Foxp3+ T regulatory cells is protective in murine allergy
models. Clin Exp Allergy. 40(5):811-819.

[64] Round JL, Mazmanian SK. (2010). Inducible Foxp3+ regulatory T-cell
development by a commensal bacterium of the intestinal microbiota. Proc Natl
Acad Sci U S A.6;107(27):12204-12209.

[65] Garrett WS, Gordon JI, Glimcher LH. (2010). Homeostasis and inflammation in
the intestine. Cell. 19;140(6):859-870

115






LECHES FERMENTADAS, YOGURES Y PROBIOTICOS

Gabriel Vinderola
gvinde@fig.unl.edu.ar

- Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, CONICET-UNL) y Cdtedra de Microbiologia, Facultad de Ingenieria
Quimica, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina.

Ricardo Weill
weillricardo@gmail.com

« Universidad iSalud-CABA-Argentina

- Ex Director de I+D de Danone Argentina

- Ex Director Cientifico Danone Latam

« Ex Delegado General Instituto Danone del Conosur

RESUMEN

La fermentaciéon es un proceso de profunda transformacion bioqui-
mica y microbioldgica de un sustrato alimenticio. En el caso de que el
sustrato de partida sea la leche, el producto de fermentacion se deno-
mina leche fermentada, y en el caso de que se utilicen como cultivos
controladores de esta fermentacion a las bacterias Streptococcus thermo-
philus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, el producto obtenido
se denomina yogur. Los probidticos, por su parte, son “microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas ejer-
cen un efecto benéfico sobre la salud”. Los yogures y los probioticos
tienen una especial relacién, por ser los primeros los alimentos mas uti-
lizados para vehiculizar a los segundos. El yogur, a su vez, es un verda-
dero sobreviviente actual de las practicas ancestrales de fermentacion.
La fermentacion de la leche transforma profunda y benéficamente la
composicion de la misma, haciendo a la lactosa mas facilmente digeri-
ble, liberando al medio péptidos potencialmente bioactivos, haciendo
que el calcio esté mas biodisponible y convirtiendo al producto yogur
en un alimento estable y seqguro debido al contenido de acido lactico
y otros compuestos antimicrobianos. Mas alla de sus propiedades nu-
tricionales, los yogures y los yogures con probidticos, constituyen una
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verdadera fuente de microorganismos abundantes, seguros y benéficos
para la salud intestinal, y mas alla.
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I. UNA INTRODUCCION A LA TRANSFORMACION DE LA LECHE EN YOGUR

La fermentacion es un proceso de transformacion de un sustrato alimenticio para
la obtencion de los que se denomina un alimento fermentado. En este proceso, cier-
tos microorganismos, naturalmente presentes en el sustrato o agregados intencional-
mente, utilizaran parte de los nutrientes presentes en él para multiplicarse y producir
toda una serie de metabolitos que pueden incluir acidos organicos, alcoholes, com-
puestos volatiles de aroma, exopolisacaridos, péptidos biactivos, bacteriocinas y/o
sustancias antimicrobianas, entre otros, llamados productos de la fermentacién. En
ciertos casos, tal vez menos relevantes, la fermentaciéon no implica el crecimiento
o multiplicacion de microorganismos (bacterias, levaduras, hongos), sino la accion
transformadora de enzimas microbianas. En general el proceso de fermentacion en-
riquece nutricionalmente al alimento, lo hace mas seguro microbiolégicamente, le
confiere una alta carga de microorganismos seguros y benéficos y sus metabolitos,
le extienden la vida util y lo hacen mas atractivo sensorialmente. En el otro extremo,
la putrefaccion es un proceso no controlado de alteracién del alimento, donde proli-
feran microorganismos indeseables, que pueden ser deteriorantes y/o patdbgenos, y
que transforman al sustrato alimenticio en un alimento no seguro y/o desagradable
sensorialmente. Lo que diferencia esencialmente la fermentacion de la putrefaccion
es el control del proceso. Este control se logra generando las condiciones propicias
para la fermentacion, como lo son el tiempo, la temperatura, el agregado (0 no) de
cultivos microbianos (en el caso del kefir o el yogur) que dominaran la fermentacion,
o el agregado (o no) de ingredientes (sal, por ejemplo) que direccionaran a la fermen-
tacion, evitando que derive en putrefaccion. En el caso de que el sustrato de partida
sea leche, el producto de fermentacion se denominaréa leche fermentada. En el caso
de que se utilicen como cultivos controladores de la fermentacion a las bacterias
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, el producto
se denominaréa yogur.

Il. ; COMO EMPEZO EL HOMBRE A CONSUMIR LECHES FERMENTADAS Y
YOGURES?

Durante la ultima era glacial, la leche no era bien tolerada por los adultos porque,
a diferencia de los nifos, no podian producir la enzima lactasa necesaria para me-
tabolizar la lactosa, el principal aztcar de la leche. Pero a medida que la agricultura
comenzo a reemplazar la caza y la recoleccion en el Medio Oriente hace unos 11.000
anos, el hombre aprendio a reducir la lactosa en los productos lacteos a niveles tole-
rables mediante la fermentacién de la leche para hacer queso o yogur. Varios miles
de afios después, una mutacion genética se extendio por Europa que le otorgd al
hombre la capacidad de producir lactasa, y en consecuencia consumir leche, durante
toda su vida. Esa adaptacion abrié una nueva y rica fuente de nutricién que podria
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haber sostenido el crecimiento de la poblacion. Esta revolucion lactea de dos pasos
puede haber sido un factor primordial para permitir que grupos de agricultores y
pastores del sur de Europa atravesaran el viejo continente desplazando en su camino
a los cazadores.

Los nifos producen casi universalmente lactasa y pueden digerir la lactosa de la
leche materna. A medida que crecen, en la mayoria se desactiva el gen de la lactasa.
Menos del 35-40% de los humanos adultos puede digerir la lactosa mas alla de la
infancia. La mayoria de las personas que conservan la capacidad de digerir la leche
puede rastrear su ascendencia hasta Europa, donde el rasgo parece estar ligado a un
solo nucledtido en el que la citosina de la base de ADN cambid a la timina en una
region genémica no muy lejos del gen de la lactasa. El rasgo de la persistencia de
la lactasa habrfa surgido hace unos 7.500 afios en Hungria. Una vez que el alelo de
persistencia de la lactasa aparecio, ofrecia un mayor ventaja selectiva desde el punto
de vista nutricional. Dado que la produccién de leche en el Medio Oriente comenzd
miles de anos antes de que el alelo de persistencia surgiera en Europa, los antiguos
pastores deben haber encontrado formas de reducir las concentraciones de lactosa
en la leche, mediante la fermentacion. La leche constitufa un arma contra el hambre:
los productos lacteos fermentados, que podian almacenarse durante mas tiempo,
proporcionaron fuentes de nutricion para la expansion poblacional o ante malas co-
sechas [1].

I1l. EL RECORRIDO DEL YOGUR DESDE LA ANTIGUEDAD HASTA NUESTROS DIAS

Las leches fermentadas son una categoria de alimentos que comprenden a los
productos obtenidos por la fermentacién microbiana de la leche. El yogur es un tipo
de leche fermentada, y han sido parte de la dieta humana desde la antigliedad [2].
En 1907 Elie Metchnikoff, discipulo de Louis Pasteur, publicé su libro“La Prolongacion
de la Vida: Estudios Optimistas’, donde estipulaba que el alto consumo de yogur en
las poblaciones caucasicas era la razon de su gran longevidad y salud intestinal [3].

Las leches fermentadas se comenzaron a producir en diferentes regiones geo-
gréficas y de forma simultdnea, adoptando caracteristicas propias que dependian
del tipo de leche (vaca, bufala, cabra, oveja, camello), la temperatura ambiental o
los utensilios utilizados para su elaboracion (estdmagos de animales o cuencos ve-
getales, que eran la fuente de los microorganismos fermentativos). Esto hizo que las
diferentes leches fermentadas tuvieran caracteristicas y nombres distintivos tales
como, kefir, koumiss, téfil, filmjolk, tdetmjolk, langofilviili, dahi, eyran, busa, kissel, naja,
urgotnic, leban, zabady, mast, dough, roba, mazun o katyk, entre tantos otros [4].
Las leches fermentadas artesanales ancestrales le fueron cediendo paulatinamente
lugar al yogur comercial, en un contexto de urbanizacion y el desarrollo de la ciencia
y tecnologfa de alimentos, lograndose productos de calidad constante, reproduci-
bles, y seguros microbioldgicamente, siendo producido industrialmente desde hace
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mas de 100 afos [5]. El yogur es un actual sobreviviente de los alimentos milenarios
que contenian bacterias vivas, capaz de proveer en una sola porcidon una alta tasa de
microorganismos benéficos y productos de fermentacion también benéficos para
la salud (&cido lactico, péptidos, exopolisacaridos, agentes antimicrobianos, etc.). La
administracion de bacterias vivas al intestino contribuye a mantener funcionando al
sistema inmune asociado a la mucosa intestinal, y la disminucion del consumo de
bacterias vivas conduce a una depresion parcial de la actividad inmune intestinal
[6]. Gadotti y colaboradores reportaron en 2018 [7] una correlacion inversa entre el
consumo de productos lacteos y los perfiles inflamatorios, indicando que el aumento
del consumo de yogur podria tener un efecto protector sobre la inflamacion, siendo
a la vez el consumo de yogur un parametro indicador de una mayor calidad de vida
de las personas [8].

IV. ProBIOTICOS: DE ARGENTINA AL MUNDO

Los yogures y los probiodticos tienen una especial relacion que en Argentina co-
menzd a mediados de los 90, momento en el cual el yogur fue el primer alimento que
se utilizé como vehiculo de bacterias probidticas. Un panel de especialistas interna-
cionales convocados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en
inglés) se reunieron en 2001 en Cérdoba con el objetivo discutir la evidencia cientifi-
ca que habia en ese momento sobre ciertos microorganismos y su efecto en la salud.
Es asi que nacié la definicion de probioticos, que fue adoptada progresivamente por
investigadores, la industria de alimentos y los entes regulatorios como el ANMAT en
la Argentina o la ANVISA en Brasil. Los probidticos fueron entonces definidos como
“microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades adecuadas
ejercen un efecto benéfico sobre la salud” En Argentina, el Instituto Nacional de
Alimentos (INAL), dependiente del ANMAT, la incorpord en el Codigo Alimentario
Argentino en 2011. Los microorganismos mas comunmente empleados como pro-
bioticos son bacterias como Lactobacillus casei, Lactobacillus, rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, bacterias esporulantes
como Bacillus clausii o B. coagulans, o levaduras de la especie Saccharomyces boular-
dii. Estos microorganismos pueden encontrarse en forma de cultivos deshidratados
en suplementos alimenticios, o en ciertos alimentos. En Argentina los encontramos
mayoritariamente en yogures o, en sentido mas amplio, en las leches fermentadas.
Si bien el mercado de alimentos probidticos esta fuertemente representado por los
productos lacteos, yogures en particular, la industria alimentaria internacional ha de-
sarrollado otros alimentos con probidticos, como quesos, jugos de frutas, smoothies o
bebidas basadas en suero de queso, o alimentos en base a cereales como la avena [9].
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V. LECHES FERMENTADAS Y YOGURES CON PROBIOTICOS

El yogur es uno de los pocos alimentos que se puede reproducir de forma casera
a partir de una unidad adquirida en un supermercado, por ejemplo, en un proceso
sencilloy rapido. En la Tabla 1 se resumen algunas caracteristicas comparativas de la

producciéon de yogur en pequefa y gran escala.

Tabla 1. Caracteristicas de la produccion de yogur en pequefa y gran escala.

Variable Pequena escala Gran escala
Volumen 1-5 litros Hasta 40.000 litros
Sustrato Leche hervida Leche con doble tratamiento térmico
Contenedores Utensillos de cocina, abiertos y Fermentadores cerrados

expuestos

Operacion Manual Altamente automatizada
Tiempo No es una variable critica Procesos altamentos sincronizados
Calidad Variable entre producciones Estandarizada
Inoculacién Se usa una porcién de un producto Cultivos lacticos de inoculacion

Conocimiento
del cultivo

Inocuidad

Establecimientos

comprado

Relativamente ninguno

Medidas higiénicas limitadas

Casero, sin habilitacion sanitaria

directa

Alto grado de conocimiento

Alto grado de control sanitario

Bajo control de autoridad sanitaria
habilitante

Trazabilidad Sin trazabilidad Productos con RNE y RNPA
Distribucion Familiar Transporte a larga distancia
Vida dtil 3-7 dias 30-45 dias

El Codigo Alimentario Argentino en su articulo 576 define como “Leches
Fermentadas” a los productos, adicionados o no de otras sustancias alimenticias,
obtenidos por coagulacién y disminucion del pH de la leche o leche reconstituida,
adicionada o no de otros productos lacteos, por fermentacién lactica mediante la ac-
cion de cultivos de microorganismos especificos. En particular, el yogur es un tipo de
leche fermentada, probablemente la més difundida, cuya fermentacion se realiza con
dos cultivos: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.
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El producto yogur puede estar acompafnado o no de probidticos, por ejemplo, los
cuales en general no participan del proceso fermentativo de la leche, sino que son
agregados al producto una vez elaborado el yogur, en la concentracion necesaria
para lograr los efectos benéficos previamente demostrados en estudios clinicos con-
trolados y publicados en revistas internacionales con revision de pares.

Para la elaboracion de yogures con probidticos la industria lactea fermentativa uti-
liza cultivos de yogur y cultivos probidticos disponibles como cultivos concentrados
congelados o deshidratados [10]. Actualmente ya no se inicia la fermentacién con
una fraccion del producto proveniente de una fabricacion anterior, como se hacia en
los origenes de la fermentacion industrial del yogur hace ya mas de 100. Estos culti-
vos concentrados congelados o deshidratados presentan niveles de células viables
generalmente mayores a 1x10'° UFC/g ¢ 1x10"" UFC/g, respectivamente [11], donde
UFC significa Unidades Formadoras de Colonias, lo cual es casi equivalente a la canti-
dad de células viables que presenta el cultivo. Los cultivos deshidratados se obtienen
por un proceso tecnoldgico denominado liofilizacion que comprende dos pasos: el
congelamiento del cultivo concentrado de células viables a temperaturas inferiores
a los -50°C y la remocion del agua bajo vacio por sublimacion, es decir, el pasaje de
agua del estado sélido al estado gaseoso (vapor de agua).

Considerando la textura del producto, podemos distinguir tres tipos de yogures: los
denominados “firmes” o “set”, caracterizados por estar disponibles en potes y presentar
una alta viscosidad, lo que hace que se consuman con la ayuda de una cuchara. Por
otro lado, existen también los denominados “bebibles”y “liquidos’, los cuales, al ser mas
fluidos, se pueden beber directamente de la botella. Esto se debe a su formulacion y al
proceso tecnolégico de homogeneizacion que le sigue a la fermentacion. Para la elabo-
racion de un yogur es necesario partir de una leche de buena calidad, libre de antibioti-
cos (caso contrario se impediria la fermentacion por inhibicion de las bacterias lacticas) y
que posea una carga microbiana total moderada, la cual sera reducida a niveles inocuos
mediante dos tratamientos térmicos. La leche es recibida en la planta industrial y tratada
térmicamente para ser estabilizada. Es luego parcial o totalmente descremada por cen-
trifugacion y adicionada de soélidos lacteos (leche descremada en polvo, por ejemplo),
para elevar el contenido de sdlidos totales hasta 10-15 % (p/v). Opcionalmente se pue-
den agregar otros ingredientes (azUcares, almidon, gelatina, edulcorantes), seguido de
un segundo tratamiento térmico para la inactivacion de microorganismos patdgenos
y deteriorantes. Al proceso térmico le sigue otro de homogeneizacion, para reducir el
tamano de los globulos grasos de la leche y obtener un producto con una textura mas
suave y homogénea [12]. La leche serd inoculada en condiciones de extrema asepsia
con las bacterias del fermento (liofilizado o congelado) y, si se tratara de un yogur firme,
los probidticos se agregan junto a las bacterias del fermento, ya que en este tipo de
yogures la fermentacion de la leche tendré lugar dentro del mismo contenedor (no en
fermentador). En el caso de los yogures batidos o bebibles, la fermentacion se lleva a
cabo en fermentadores de acero inoxidable, y luego de la fermentacion, el producto
sufre un proceso de quiebre de la cuajada y fluidificacion mediante el paso por bombas
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especializadas. Dependiendo de la intensidad de este tratamiento se obtendra un pro-
ducto mas o menos bebible (agitacion suave) o liquido (agitacion vigorosa). Los pro-
bidticos pueden ser entonces agregados una vez enfriado parcialmente el producto. La
acidificacion de la leche es una tarea llevada a cabo por las bacterias del fermento cuan-
do la leche se termostatiza a 42-43 °C. Streptococcus thermophilus y L. delbrueckii subsp.
bulgaricus establecen entre si una simbiosis. Esta asociacion hace que ambos cultivos
crezcan en leche a mayor velocidad de que si lo hicieran por separado, debido a que
cada uno produce metabolitos que son aprovechados por el otro. Esto permite reducir
el pH de la leche hasta un valor cercano a 4,5 en un periodo generalmente menor a
las 6 horas. Los probidticos tienen poca capacidad fermentativa, por lo que deben ser
agregados a la leche a la concentracion final deseada (aproximadamente 1078 UFC/mL).
Numerosos metabolitos microbianos, no presentes en la leche antes de la fermenta-
cion, aparecen en el yogur como resultado de la actividad fermentativa de las bacterias
lacticas. Estos productos son el &cido lactico y otros acidos organicos, los péptidos deri-
vados de la accion hidrolitica de las bacterias lacticas principalmente sobre la principal
proteina de la leche (la caseina) [13], los exopolisacaridos con efectos tecnolégicos es-
pesantes y funcionales sobre la salud [14] y compuestos antimicrobianos (peroxido de
hidrégeno, bacteriocinas) los cuales, junto al acido lactico, contribuyen a la estabilidad y
seguridad microbiolégica del yogur. Se ha reportado ademas que durante la fermenta-
cion de la leche se pueden originar galactooligosacaridos con propiedades prebidticas,
provenientes de reacciones bioquimicas de la lactosa [15]. Todos estos componentes No
microbianos contribuyen a la accién benéfica de los yogures.

V1. RECUENTO DE CELULAS VIABLES DE PROBIOTICOS EN YOGURES

La definicion de probidticos indica que estos microorganismos deben estar via-
bles y en cantidades adecuadas al momento de ser administrados. Si bien no existe
un estandar internacional ni una dosis efectiva de probidticos para todas las cepas
disponibles, los estudios de revision sistematica y meta-analisis indican que un con-
sumo de aproximadamente 1x10° células totales de bacterias probidticas por dia
serfan suficiente para garantizar un efecto benéfico en la salud [16]. Esta cantidad
de bacterias se logra si la porcién de 100 mL de yogur presenta un nivel de células
viables cercano a 1x107 UFC/mL, como minimo.

Si'bien existen metodologias de biologia molecular o basadas en citometria de flujo
independientes del cultivo, el recuento de bacterias probidticas en medios agarizados
sigue siendo la metodologia de referencia. El recuento de probidticos en un alimen-
to puede resultar un gran desafio, dependiendo de la complejidad microbioldgica del
producto en cuestion, es decir, de la cantidad de especies/cepas presentes. En el caso
del BioQueso llolay Vita, primer queso probiodtico de Latinoamérica, lanzado al mercado
argentinoen 1999 [17], el mismo presentaba 3 cepas probidticas (de las especies L. casei,
L. acidophilus y B. bifidum) y 2 cepas del fermento (S. thermophilus y Lactococcus lactis).
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Para llevar a cabo el control de calidad microbioldgica de este queso se tuvieron que
disefar especialmente un grupo de medios de cultivos selectivos y diferenciales [18,
19]. El término probidtico no engloba una categoria homogénea de microorganismos,
como podrian ser los psicrotréficos, termoduricos o microorganismos totales en leche
cruda, para los cuales se han desarrollado metodologias estandarizadas de recuento.
El término tampoco representa géneros especificos como Salmonella, Escherichia o
Clostridium para los cuales existen metodologias estandarizadas y/o medios de culti-
vos comerciales especificos para hacer un recuento selectivo seguro. Los lactobacilos
y bifidobacterias usados como probidticos pueden tener requerimientos metabdlicos
muy diferentes entre sf, pero a la vez cercanos a las bacterias lacticas del fermento, por
lo cual es dificil intentar favorecer el crecimiento de unos mientras se intenta inhibir el
desarrollo de otros cuando se disefian medios de cultivos selectivos o diferenciales. Por
el momento no existen metodologias estandarizadas ni medios de cultivos especificos
que garanticen un recuento seguro de probidticos, y el recuento termina siendo una
solucion a medida del producto en cuestion [20].

VII. EL YOGUR Y SU POTENCIAL RELEVANCIA EN LAS GUIAS ALIMENTARIAS.

El aumento en el consumo de yogur, kefir y otros alimentos fermentados ha sido
impulsado, en parte, por los beneficios para la salud que estos productos pueden con-
ferir. Los estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de alimentos fer-
mentados esta asociado con la reduccion de los riesgos de diabetes tipo 2, sindrome
metabdlico y enfermedad cardiaca, junto con un mejor control del peso. Se sugiere
que los microorganismos presentes en estos alimentos contribuyen a estos benefi-
cios para la salud. Entre ellos se encuentran los microorganismos del fermento de yo-
gur Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, asi como
cepas especificas de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus que se afiaden por
sus propiedades probidticas. En contraste, para otros alimentos fermentados, como
el chucrut, el kimchi'y el miso, la fermentacién es iniciada por microbios autéctonos
presentes en la materia prima. Los métodos independientes del cultivo han demos-
trado que muchos de estos microbios presentes en los alimentos lacteos y no lacteos
fermentados llegan al tracto gastrointestinal de forma viable. Numerosos estudios han
demostrado que el consumo de yogur y otros alimentos fermentados puede mejorar
la salud intestinal y en sitios distantes, siendo Util para mejorar la malabsorcién de la
lactosa, tratar la diarrea infecciosa, reducir la duracion e incidencia de las infecciones
respiratorias y mejorar las respuestas inmunolégicas y antiinflamatorias [21].

A lo largo de la historia evolutiva, los seres humanos se encontraron un gran nu-
mero de microbios en su dieta. Alimentos y agua recolectados del medio ambiente
por cazadores-recolectores inevitablemente contenian bacterias, levaduras, mohos
y virus. El desarrollo de estrategias de fermentacion para la conservacion de los ali-
mentos habrian asegurado la ingestion frecuente de un gran nimero de microbios
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seguros. Es probable también que nuestros antecesores no tuvieran demasiada op-
cién a la hora de decidir cudndo la comida estaba demasiado deteriorada micro-
bioldgicamente para comer. Podriamos considerar, sin demasiado margen de error,
que nuestra exposicion diaria ancestral haya estado por encima de los 100 microbios
por dia. Nuestro sistema inmunoldgico intestinal evoluciond en presencia de una
exposicion diaria y abundante de microbios. Nuestro altamente sofisticado sistema
inmunoldgico intestinal ha sido disefiado para encontrar una amplia gama de mo-
léculas microbianas, jugando un papel importante en discernir sustancias beneficio-
sas o inofensivas de microbios patégenos. Las modernas y eficaces herramientas de
procesamiento de alimentos le han otorgado un alto grado de inocuidad, pero ha
reducido inevitablemente nuestra exposicion a los microbios.

Hay que reconocer y subrayar que la alimentacion moderna y las estrategias de
tratamiento del agua han reducido ciertamente la morbilidad y la mortalidad asocia-
da a enfermedades transmitidas por los alimentos y el agua vy, por lo tanto, desem-
pefan un papel vital en la proteccion de la salud humana. No se aboga de ninguna
manera a un retorno a la comida y agua antihigiénica, ya que esto seria devastador
para la salud humana global.

Solo en los ultimos aflos hemos empezado a apreciar la importancia de nuestra
microbiota. Estas bacterias comensales juegan un papel importante en nuestra salud,
de muchas maneras. Nuestra microbiota estd compuesta principalmente por numero-
sas bacterias comensales. Es probable que el impacto de los microbios de la dieta sea
fugaz en comparacion con la carga microbiana indigena. Pero debemos recordar que
la mayoria de nuestros estimados 10 microbios intestinales residentes se encuentran
en el intestino grueso, mientras que la mayoria de nuestras células inmunes (y aquellas
de nuestros sistemas nerviosos entéricos) estan localizados en el intestino delgado. Por
lo tanto, es totalmente factible que los microbios de la dieta que llegan al tracto gas-
trointestinal superior tengan un impacto significativo en nuestro sistema inmunologi-
co. Es propicio especular que, en ausencia de esta afluencia diaria de microbios, nuestro
sistema inmunoldgico esté “subentrenado” para reaccionar a los desafios intestinales.
/Podria esto jugar un papel, por pequefio que sea, en la creciente incidencia de enfer-
medades modernas como las intolerancias alimentarias, desérdenes autominmunes,
inflamacion de bajo grado, sobrepeso y obesidad? Simplemente el consumo de gran-
des cantidades de bacterias seguras podria conferir una amplia gama de beneficios.
Este concepto de beneficios nucleos o basicos del consumo de microorganismos vivos
fue desarrollado por Hill y col. (2014) [22]. Esencialmente indica que un gran numero
de una bacteria segura podria tener una amplia gama de beneficios béasicos. Es notable
que aceptamos pasivamente la idea de que la ingestion de un numero relativamente
pequero de patdgenos transmitidos por los alimentos puede tener un efecto negativo
en la salud humana, pero somos escépticos ante la idea de que la ingestion de un gran
numero de microbios seguros podria tener un impacto positivo en la fisiologia huma-
na. Entonces, jcémo persuadimos a un publico que ha sido educado acerca de la im-
portancia de la higiene, la limpieza y la asepsia de que se deberia aumentar el nimero
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de microbios en su organismo?. Quizas podriamos adaptar el concepto de Dosis Diaria
Recomendada para los microbios, apoyandonos en el hecho de que esta terminologia
es familiar para los consumidores. Ademas de las DDR existentes para macronutrientes,
vitaminas y oligoelementos, las guias alimentarias podrian aconsejar también sobre el
consumo de microbios seguros en nuestra dieta, e indicar sus fuentes. El concepto de
DRR microbiana es un concepto novedoso que merece ser debatido en una época de
tan altos niveles de enfermedades crénicas y enfermedades gastrointestinales [23]. En
este sentido, las Gufas Alimentarias para la Poblacion Argentina (GAPA), recomienda la
ingesta diaria de tres porciones de productos lacteos, sin hacer distincion entre leche,
yogury queso, sin poner en relevancia la importancia de la fermentacion y la presencia
de una alta cantidad de bacterias viables, seguras y benéficas que aporta un yogur.

Habiendo reconocido la importancia de una ingesta diaria de microorganismos se-
guros, es valido preguntarse qué cantidad de microbios tienen nuestras dietas actual-
mente. Se ha prestado mucha mas atencion a los microbios en nuestras heces que a los
microbios en nuestros alimentos. Lang y col. [24] (2014) caracterizaron la microbiota de
tres patrones dietéticos diferentes con el fin de estimar la cantidad total promedio de
microbios que se ingieren diariamente a través de los alimentos y las bebidas. Los tres
patrones alimenticios analizados fueron: (1) el estadounidense promedio (AMERICANA),
centrada en alimentos de supermercado, (2) la dieta recomendada por las guias alimen-
tarias de EE.UU. (USDA), que hace haciendo hincapié en frutas y verduras, carne magra,
productos lacteos fermentados y cereales integrales, y (3) una dieta vegana (VEGANA),
que excluye productos de origen animal o fermentados. El andlisis microbiano de estas
dietas incluia recuentos aerdbicos, anaerdbicos, de levaduras y mohos, asi como un
analisis de secuenciacion masiva del 16S rADN. Basado en el recuento en placas en
medios agarizados, el plan de comidas USDA es el que aporté la mayor cantidad total
de microbios viables (aproximadamente 1,3x10° UFC/dia, seguido por el plan de comi-
das VEGANA y el plan de comidas AMERICANA con 6x106y 1,4x106 UFC/dia, respecti-
vamente. No hubo diferencias significativas en la diversidad microbiana entre los tres
patrones alimenticios. En este sentido, una dieta que incluye alimentos fermentados
es capaz de proveer hasta 1000 veces mas de microorganismos seguros que aquellos
patrones de alimentacion que no lo hacen.

VIIl. CONCEPCIONES POPULARIZADAS ENTORNO AL YOGUR: ANTIBIOTICOS,
CADENA DE FRIO Y RIESGO DE SINDROME UREMICO HEMOLITICO

En numerosos foros de divulgacion o discusion (redes sociales, blogs, sitios de
internet, cadenas de emails), incluso entre ciertos profesionales de la salud, se desa-
lienta, o directamente se desaconseja, el consumo de yogures en nifios por concep-
ciones tales como que “la leche puede contener antibidticos” o por ‘el riesgo de contraer
Sindrome Urémico Hemolitico”, y otras veces se sugiere descartarlo ‘cuando se inte-
rrumpe la cadena de frio”.
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Los antibidticos son drogas que se usan para combatir enfermedades que afectan
al ganado lechero tales como la mastitis, la neumonia o las infecciones en las patas.
Son administrados a los animales en diferentes formas, siendo las mas comunes la
intramamaria o la inyeccion intramuscular. La presencia de residuos de antibioticos
en laleche es un problema que afecta potencialmente a toda la industria lechera, de-
bido a que cantidades minimas de antibidticos en leche representan un problema de
salud publica que no debe ser aceptado, ademas de ser ilegal. Pequefas cantidades
de antibidticos en la leche, como 0,003 Ul (unidades internacionales) de penicilina/
ml, pueden afectar a una persona que sea alérgica a dicho antibidtico. Ademas, exis-
te la problematica del desarrollo de resistencia de los microorganismos a los anti-
bidticos, que puede reducir o eliminar por completo su efectividad. Otro problema
es la interferencia con los procesos fermentativos como la produccién de quesos y
yogures. Cantidades minimas de penicilina como 0,001 Ul/mL ya afectan el normal
desarrollo de acidez en un yogur [25]. Basados en estos problemas, los residuos de
antibioticos en leche han atraido la atencion a nivel mundial de los consumidores y
de los cuerpos reguladores generando reglas estrictas que controlan el uso de an-
tibidticos en los establecimientos tamberos. En relacidon a la posible presencia de
residuos de antibioticos en leche, el Capitulo VIIl del Codigo Alimentario Argentino
(Alimentos Lacteos), estipula a lo largo de todo el capitulo, que la leche o los produc-
tos elaborados con ella, no deben tener residuos detectables de antibidticos, los cua-
les se detectan a niveles de partes por millén (ppm) o por billén (ppb), dependiendo
del antibidtico. Estos controles se realizan rutinariamente en las empresas lacteas que
reciben leche de los diferentes tambos para su produccion, siendo rechazadas y pe-
nalizadas aquellas partidas que contengan residuos detectables de antibidticos, lo
cual sucede para el 0,02 al 0,03% de los volimenes utilizados anualmente (comuni-
cacion personal). Este relativamente bajo porcentaje de rechazo implica una toma
de conciencia a nivel del establecimiento productor de leche para la administracion
responsable de antibidticos al ganado bovino y una activa tarea de vigilancia y con-
trol por parte de las plantas elaboradoras de productos lacteos. La deteccion de an-
tibidticos se hace al momento de la recepcion de la leche en la planta lactea, previo
a su descarga. Se utilizan test rapidos de deteccién que demoran entre 3y 8 minutos
y detectan los tres grupos de antibidticos mas frecuentes: betalactdmicos, tetracicli-
nas y sulfamidas, que son los requeridos por las autoridades sanitarias competentes.
Aproximadamente el 85% de los casos positivos de antibidticos son detectados con
estos métodos rapidos, el 15% restante realizado mediante un test de ELISA donde
se detectan antibidticos tipo betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglu-
cosidos, macrélidos y sulfamidas. Los tests de ELISA se realizan 2 veces por mes a
cada tambo de acuerdo a un programa de monitoreo establecido por el Ministerio
de Agricultura de la Nacion. El Codigo Alimentario Argentino establece como Unica
opcion el decomiso de esta leche contaminada y su procesamiento en landfarmings
(proceso de bio-remediacion) o por incineracién, para evitar que estos antibioticos
reingresen al circuito productivo.
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En relacién a la cadena de frio, el Cédigo Alimentario Argentino establece que
las leches fermentadas deberan conservarse y comercializarse a una temperatura no
superior a 10° C. De acuerdo con el Departamento de Salud y Servicios Humanos
de los Estados Unidos, el yogur deberia desecharse después de dos horas de per-
manecer a una temperatura de entre 5y 32°C, y si la temperatura excede los 32°C,
el yogur puede permanecer fuera de la heladera por no mas de una hora [26]. Estas
recomendaciones gubernamentales son, para algunos, demasiado conservadoras,
sobre todo si se tiene en cuenta que es un periodo que puede transcurrir bastante
frecuentemente entre el momento en que se compra un yogur en un supermercado
y se lo lleva a la heladera del hogar. Existen personas que afirman que llevan yogur,
sin abrir, al trabajo 0 a la escuela y lo dejan hasta 4-6 horas a temperatura ambiente
hasta la colacion de media mafana o el almuerzo [27]. Muhammad y col. (2009) [28]
demostraron que en un periodo de tiempo de hasta 6 h, la disminucién del pH de
un yogur a temperatura ambiente es despreciable, siendo también insignificante la
pérdida de viabilidad de los probidticos presentes en el producto [29]. Este periodo
tampoco es suficiente para la proliferacion de microorganismos de deterioro ocasio-
nalmente presentes, como las levaduras [30].

Finalmente, el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una patologia renal grave
que puede desencadenar la muerte y que es provocada por una toxina producida
por ciertas cepas de la bacteria Escherichia coli, denominadas E. coli productoras de
toxina Shiga (STEC, por las siglas en inglés de la expresion Shiga Toxin—producing
Escherichia coli: Escherichia coli productor de toxina Shiga). La cepa mas renombrada
es probablemente E. coli O157:H7, pero no es la Unica [31]. STEC puede alojarse natu-
ralmente en el tracto intestinal del ganado bovino [32], pudiendo pasar del intestino
a la materia fecal. La carne vacuna contaminada e insuficientemente cocida (hambur-
guesas o albondigas de carne picada que quedan “rojas”en su interior, por ejemplo),
la leche no pasteurizada, quesos artesanales elaborados con leche no pasteurizada y
cursos de agua contaminada con materia fecal pueden ser agentes de trasmision de
las STEC. También puede transmitirse de persona a persona por contacto fisico [33].
E. coli se inactiva muy rapidamente cuando la temperatura supera los 65°C [34]. Para
la elaboracion del yogur en la industria se utiliza leche que es sometida a un doble
proceso térmico, seguido luego de una fermentacion en condiciones de extrema
asepsia. La leche que llega a la planta industrial se pasteuriza a 72°C por 15 segundos
para inactivar posibles bacterias deteriorantes o patdgenas que puedan venir desde
el tambo. Una vez que la leche pasteurizada es adicionada de los ingredientes nece-
sarios para elaborar un yogur, se somete a un segundo tratamiento térmico de 92°C
por 4 minutos. Seguido a esto se fermenta mediante Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, quienes se encargaran de producir acido
lactico, y otros compuestos antimicrobianos, y reducir el pH de 6,5 a menos de 4,5.
Teniendo en cuenta que E. coli es sensible a temperaturas mayores a 65°C, el proceso
de elaboracién del yogur presenta una doble barrera fisicoquimica (dos tratamientos
térmicos) que aseguran la inactivacion de cualquier microorganismo potencialmente
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deteriorante o patdgeno, incluso STEC. No se ha reportado en la bibliografia moderna
la presencia de STEC en yogures industriales, y los trabajos de revision y meta-analisis
no incluyen al yogur, pero si a la leche sin pasteurizar, como vectores de trasmision
de STEC [35].

IX. CONCLUSIONES

Desde que el hombre abandond su caracter de némade, descubrié en la fermen-
tacion de los alimentos un medio para proporcionar mayor palatabilidad, valor nu-
tritivo, capacidad de conservaciéon y propiedades benéficas para la salud a sustratos
como los vegetales, la carne y la leche. El yogur un verdadero sobreviviente actual de
las practicas ancestrales de la fermentacion, el cual se elabora en nuestros dias prac-
ticamente como antano. La fermentacién de la leche con Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus del brueckii subsp. bulgaricus transforma profunda y benéficamente la
composicion de la misma, haciendo a la lactosa mas facilmente digerible, liberando
al medio péptidos potencialmente bioactivos, haciendo que el calcio esté mas bio-
disponible y convirtiendo al producto yogur en un alimento estable y seguro debido
al contenido de acido lactico y otros compuestos antimicrobianos. Actualmente los
yogures pueden ser portadores de otros microorganismos benéficos denominados
probioticos. Estos microorganismos, bacterias en su mayoria pertenecientes a los gé-
neros Lactobacillus y Bifidobacterium, tienen la capacidad de proporcionar efectos
positivos sobre la salud cuando son consumidos en cantidades adecuadas y de for-
ma periddica. Mas alld de sus propiedades nutricionales, los yogures y los yogures
con probidticos, constituyen una verdadera fuente de microorganismos abundantes,
seguros y benéficos para el intestino y el sistema inmune asociado a este érgano.
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RESUMEN

Los alimentos fermentados han tenido un papel importante en la
dieta humana desde el desarrollo de la civilizacion y siguen siendo
importantes en muchos paises en donde son una parte integral de la
cultura y tradiciones locales. Entre ellos se pueden mencionar aquellos
productos que se han revalorizado en los Ultimos afios y se elaboran de
manera artesanal como el kefir (bebida lactea fermentada), el sugary ke-
fir o kefir de agua (agua azucarada fermentada) o la kombucha (té azu-
carado fermentado) entre otros.

El kefir es una bebida fermentada viscosa, de sabor dcido y levemente
efervescente que se produce artesanalmente a partir de la fermentacion
de laleche con granulos de kefir, estructuras gelatinosas, irregulares, con
forma de coliflor, de tamafo variable (0,3 a 3,5 cm de didmetro), de color
blanco o ligeramente amarillento y consistencia eldstica. Los granulos
estdn compuestos por una matriz de polisacéarido (kefiran) y proteinas,
en donde se encuentran inmersas bacterias acido lacticas, levaduras
y bacterias 4cido acéticas formando una comunidad simbidtica don-
de los productos generados por algunos microorganismos durante la
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fermentacion pueden ser utilizados como fuente de energfa o factores
de crecimiento por otros microorganismaos presentes en la matriz.

El kefir de agua, también conocido como “aquakefir” o “sugary kefir’,
es una bebida de sabor acido y frutal, levemente efervescente y de bajo
contenido alcohdlico, que se obtiene por fermentacion de agua azuca-
rada adicionada de frutas deshidratadas como higos secos o pasas de
uva con una comunidad microbiana multiespecie estable contenida en
los granulos de kefir de agua y se le suele adicionar algun citrico como
limon, para aportar sabor y aroma. Se han utilizado estos granulos para
fermentar jugos de frutas y vegetales, presentandose esta bebida como
alternativa para incluir en dietas veganas .Se les asigné el nombre «gra-
nulos de kefir azucarado” (sugary kefir grain) para diferenciarlos de los
utilizados para fermentar la leche.

La kombucha es una bebida producida por la fermentacion aerdbica
de té negro azucarado con una combinacion simbidtica de levaduras y
bacterias inmovilizadas en una pelicula de celulosa. Esta pelicula perma-
nece flotando en el té azucarado y durante la fermentacion se genera
una nueva pelicula que sirve como iniciador de un nuevo proceso de
fermentacion. La pelicula conteniendo los microorganismos inmoviliza-
dos se denomina SCOBY (Symbiotic Colony Of Bacteria and Yeast).

La microbiota del kefir, kefir de agua y kombucha se presenta como
una potencial fuente de microorganismos probidticos. Hasta el momen-
to no se ha podido dilucidar completamente las interacciones existen-
tes entre los microorganismos debido a la complejidad y diversidad de
cada comunidad. Comprender el papel beneficioso de los microorga-
nismos y sus metabolitos en cada comunidad permitirfa el disefio de
nuevos productos comerciales “hechos a medida del consumidor” que
contengan mezclas definidas de microorganismos con beneficios espe-
cificos para la salud.
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l. INTRODUCCION

Los alimentos fermentados han tenido un rol importante en la dieta humana
desde el desarrollo de la civilizacién, y siguen siendo importantes en muchos paises
en donde son una parte integral de la cultura y tradiciones locales. Durante la fer-
mentacion, los microorganismos transforman los componentes del alimento original
produciendo dcidos organicos (lactico y acético), diéxido de carbono y alcohol, exo-
polisacaridos y metabolitos antimicrobianos —como las bacteriocinas, entre otros—
dependiendo del fermento utilizado [1].

Si bien el objetivo inicial del proceso de fermentacion era prolongar la vida Util de
algunos alimentos y bebidas mejorando su seguridad y propiedades organolépticas
[2], actualmente los productos fermentados se han vuelto mas populares debido a
sus beneficios para la salud [3, 4]. Se sabe que algunos alimentos fermentados tam-
bién promueven la salud humana no solo debido a las propiedades de los materiales
alimenticios iniciales. Durante la fermentacion, se mejora el valor nutricional de los
productos, ya que se ve favorecida la digestibilidad de las proteinas por la proteo-
lisis llevada a cabo por los microorganismos iniciadores o aumenta la producciéon o
biodisponibilidad de vitaminas. Por otro lado, los alimentos fermentados que man-
tienen los microorganismos viables, si se consumen regularmente, pueden modular
la microbiota intestinal [5]. En los uUltimos afos se han publicado evidencias que su-
gieren que la ingesta de alimentos fermentados es un elemento clave que afecta la
relacion entre la dieta y la salud mediada por la modulacion de la composicion y fun-
cionalidad de la microbiota intestinal [6]. Podemos decir entonces que los alimentos
fermentados podrian conducir a estos resultados modificando los componentes de
los alimentos, sintetizando metabolitos y proteinas, y/o proporcionando microorga-
nismos vivos al tracto gastrointestinal, dado que el estado de salud no solo depende
de la composicion de la microbiota, sino también de su diversidad [7]. En ese senti-
do, los alimentos fermentados artesanales comenzarian a tener un rol importante en
nuestra alimentacion. Entre ellos, se pueden mencionar aquellos productos que se
han revalorizado en los Ultimos afos y se elaboran de manera artesanal como el kefir
(bebida lactea fermentada), el sugary kefir o kefir de agua (agua azucarada fermenta-
da) o la kombucha (té azucarado fermentado), entre otros.

En este capitulo discutiremos las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas
del kefir tradicional, sus condiciones de elaboracion y sus efectos promotores de la
salud. Asimismo, se comparara con el kefir de agua y se discutiran los aspectos gene-
rales de la obtencién de kombucha.

Il. EL KEFIR

El kefir es una bebida fermentada viscosa, de sabor acido y levemente eferves-
cente, que se produce artesanalmente a partir de la fermentacion de la leche con
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grénulos de kefir [8]. Histéricamente, el kefir ha sido asociado con un estado saluda-
ble de quienes lo consumen [9, 10]. De hecho, el nombre kefir deriva de la palabra
eslava "keif” que significa "bienestar” o “vivir bien”. Es originario de las montafas del
Cducaso, y los granulos han sido transmitidos de generaciéon en generacion desde
hace mas de 4.000 afos [11, 12]. Se cree que los primeros granulos de kefir se origi-
naron como consecuencia del almacenamiento de la leche en bolsas hechas de piel
0 estdmago de animales. Sea cual sea el origen, lo mas probable es que se hayan
originado en distintos lugares a lo largo de la historia y se hayan diseminado de forma
tal que hoy en dfa se encuentran distribuidos en todo el mundo [13].

Los granulos de kefir son masas gelatinosas, irregulares, con forma de coliflor, de
tamano variable (0,3 a 3,5 cm de didmetro), de color blanco o ligeramente amarillen-
to y consistencia elastica. Contienen aproximadamente un 83% (p/p) de agua, 4-5%
(p/p) proteinas y un 10% (p/p) de polisacaridos [14]. Estan formados por una matriz
de polisacarido (denominado “kefiran”) y proteinas, en donde se encuentran inmer-
sas bacterias acido lacticas (108-10° UFC/g de granulo), levaduras (107-108 UFC/g de
granulo) y bacterias acido-acéticas (105-10° UFC/g de granulo), formando una co-
munidad simbidtica donde los productos generados por algunos microorganismos
durante la fermentacion pueden ser utilizados como fuente de energia o factores de
crecimiento por otros microorganismos presentes en la matriz [1, 13, 15, 16]. Los gra-
nulos de distintas procedencias presentan distinta estructura y composicion micro-
biana, lo que se debe no solo al origen diferente sino también al empleo de distintas
técnicas y condiciones durante el proceso de elaboraciéon de la bebida fermentada
[17-20].

El kefir se diferencia de otras leches fermentadas por las caracteristicas particulares
del starter, o “cultivo iniciador”, utilizado para su produccién. Tanto el yogur, viili (leche
fermentada ndrdica) y otras leches fermentadas tradicionales, se obtienen por ino-
culacién de la leche fresca con una muestra de leche fermentada previamente para
obtener una mayor cantidad de producto. Por el contrario, la produccion artesanal
de kefir requiere directamente la inoculacion de la leche fresca con los granulos de
kefir [11, 12]. Esto se debe a que la interacciéon simbidtica entre los microorganismos
del granulo de kefir es fundamental para dar lugar a una leche fermentada que tiene
una diversidad microbiana diferente [21-24]. De esa manera, el uso del mismo kefir
como indculo en lugar de granulos de kefir darad lugar a un producto con propieda-
des completamente diferentes. Una vez inoculados los granulos en la leche y dadas
las condiciones de temperatura adecuadas, las bacterias y levaduras presentes en
el grdnulo comienzan el proceso de fermentacién durante el cual algunos de los
microorganismos pasan a la leche, dando lugar a un incremento en el nimero de
microorganismos viables en la leche, acompanado de la produccion de diferentes
metabolitos bioactivos tales como acido lactico, péptidos bioactivos, exopolisacari-
dos y bacteriocinas. Al finalizar la fermentacion, los granulos son removidos o separa-
dos por filtracién de manera tal que pueden ser inmediatamente utilizados para una
nueva fermentacion o almacenados en condiciones adecuadas [14, 25]. Con cada
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fermentacion, los granulos incrementan su tamafo y pueden dar lugar a nuevos gra-
nulos con las mismas caracteristicas que los originales [15]. Este incremento de su
biomasa, que puede llegar a ser de hasta un 2% en cada repique o subcultivo, es
consecuencia del aumento en el numero de microorganismos y de la produccion
de kefiran y proteinas que componen la matriz donde se encuentran asociados los
microorganismos. Cuando no son utilizados para la elaboracion de kefir, los granulos
deben ser conservados de manera adecuada, ya que su actividad depende de la via-
bilidad de los microorganismos (Figura 1).

Figura 1. Elaboracién artesanal de kefir y conservaciéon de granulos.
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Si bien pueden guardarse en heladera a 4°C en leche fresca, en estas condiciones
los granulos se mantendran activos solo durante un periodo de 8 a 10 dias. Se ha
evidenciado que los granulos liofilizados o secados pueden mantener su actividad
durante 12 a 18 meses; sin embargo, una mejor preservacion se logra al almacenarlos
congelados a-20°C en leche fresca [26]. Para reactivarlos, el proceso consiste simple-
mente en inocular los granulos en leche y dejarlos fermentar. Los sucesivos repiques
en leche permitiran el restablecimiento de la estructura y actividad de los granulos
hasta lograr un kefir con las caracteristicas deseadas [27]. Por otro lado, el kefir ob-
tenido puede ser consumido inmediatamente o refrigerado a 4°C para su posterior
consumo. Esta etapa de refrigeracion favorece la fermentacion alcohdlica con acu-
mulacion de CO, etanol y vitamina By, ademas, conduce a una reduccion aun mayor
del contenido de lactosa, haciendo el producto mas apropiado para personas con
intolerancia a este hidrato de carbono [25].

Alahora de preparar el kefir es fundamental tener en cuenta una serie de variables
0 puntos criticos que pueden modificar las caracteristicas quimicas, microbioldgicas,
organolépticas, nutricionales y funcionales del producto final [14], entre las cuales se
pueden mencionar las siguientes.
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« Origen de los granulos: la composicion microbiana de los granulos puede
variar dependiendo de su origen geogréfico [15, 27]. Estd demostrado, por
ejemplo, que la composicion de los granulos tibetanos difiere de los granu-
los de origen ruso, irlandés, taiwanés y turco [20, 28] siendo estas diferencias
en la comunidad microbiana de los granulos la responsable de las propieda-
des fisicoquimicas y organolépticas de cada kefir en particular [29].

« Tipo de leche: si bien la leche de vaca es la mas cominmente utilizada para
la elaboracién del kefir, también puede utilizarse leche de cabra o de oveja
[11] y esta puede ser entera o descremada. Debe tenerse en cuenta que
cuanto mayor sea la cantidad de grasa de la leche, mas cremoso y espeso
serd el producto [30]. Sin embargo, se ha evidenciado que el uso de leche
descremada resulta en un mayor incremento de biomasa de los granulos,
ya que la mayor cantidad de grasa podria estar inhibiendo o reduciendo el
intercambio de nutrientes entre los microorganismos [14]. El kefir también
ha sido preparado usando bebida a base de soja, de nuez y de coco, entre
otras; sin embargo, el uso de este tipo de sustratos no lacteos requiere la adi-
cion de glucosa, lactosa o sacarosa al 1% para estimular el desarrollo de bac-
terias lacticas y levaduras, y la consecuente produccion de acido lactico y
etanol. Ademés, si bien se logra obtener un producto fermentado, el uso de
estas bebidas vegetales debilita notoriamente al granulo, por lo que luego
de algunos ciclos de fermentacién deben volver a colocarse en leche para
recuperarlos, indicando que estas bebidas no lacteas no serian apropiadas
para obtencion de granulo de kefir [13].

« Relacion granulo/leche: los granulos se inoculan normalmente al 1-10%
(p/v) dependiendo de las caracteristicas deseadas. En general, una rela-
cion del 1% (p/v) dard lugar a una leche fermentada maés viscosa y menos
acida, mientras que una relacion del 10% (p/v) dara por el contrario un
producto &cido poco viscoso y mas efervescente [31].

» Temperatura y tiempo de fermentacion: habitualmente el kefir se prepa-
ra a temperatura ambiente, de manera tal que la fermentacion se lleve a
cabo entre 18 y 30°C durante 18 a 72 hs. De todas maneras, se considera
que la temperatura 6ptima de elaboraciéon del kefir es 25°C y si bien la
fermentacién puede ocurrir a temperaturas mas elevadas, esto podria au-
mentar la acidez del producto, asi como también afectar la produccion de
exopolisacarido [14].

El kefir se encuentra descripto en el Codigo Alimentario Argentino, en el apar-
tado de Leches Fermentadas, Articulo 576 (Resolucion Conjunta SPRyRS y SAGPyA
N°® 33/2006 y N° 563/2006). En Sudamérica, el consumo de kefir esta limitado a la
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produccién artesanal. Sin embargo, en otros lugares del mundo, en particular pai-
ses europeos como Alemania, Austria, Francia, Noruega, Suiza, Polonia y Republica
Checa, el kefir es producido y comercializado a gran escala. El método de produccion
utilizado a nivel industrial difiere del método tradicional. El uso de grénulos para la
fermentacion de grandes volimenes de leche y la recuperacion de los mismos re-
sulta muy laborioso y poco practico para ser aplicado a un proceso industrial [32].
Ademas, es fundamental que cualquier producto de kefir preparado para ser distri-
buido y comercializado tenga una composicién constante y definida, hecho dificil de
lograr a partir los granulos, que presentan una microbiota diversa y cambiante si se
modifican las condiciones de elaboracion [13]. Por estos motivos, la produccion in-
dustrial del kefir se lleva a cabo mediante métodos alternativos. Uno de ellos consiste
en el uso de cultivos puros seleccionados, congelados o liofilizados, como starters [22,
23], eliminando de esa forma el paso de recuperacion de granulos. El otro método,
conocido como método ruso, consiste en una primera etapa de obtencién de kefir
mediante el uso tradicional con granulos, sequido de una segunda etapa donde el
kefir obtenido es inoculado en un mayor volumen de leche para obtener el producto
fermentado a gran escala [33]. Sin embargo, este cultivo madre se debe elaborar en
condiciones controladas, ya que el uso sucesivo del producto fermentado para ela-
borar nuevo kefir produce un desbalance de las poblaciones microbianas [34].

La compleja microbiota del kefir constituye un reservorio natural de cepas seguras
y potencialmente probidticas para la salud [14]. Es importante destacar que la compo-
sicion microbiana del granulo de kefir difiere de la encontrada en la leche fermentada
[20, 25, 35-37]. El género Lactobacillus es el mas abundante en granulos de distintos
origenes [20, 38-40], siendo L. kefiranofaciens, L. kefiriy L. parakefiri las especies mas re-
presentativas. Otras especies de lactobacilos encontradas en los granulos incluyen L.
paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 'y L. plantarum
[41]. Por otro lado, en la leche fermentada se observa una predominancia de la familia
Streptococcaceae y los géneros Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus y Acetobacter
[20, 39]. Se ha evidenciado ademas que la diversidad de especies bacterianas presen-
te en la leche fermentada es menor a la encontrada en el granulo correspondiente
[20]. Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las especies que predominan en el
kefir pueden verse modificadas por el tiempo de fermentacién. En las primeras ho-
ras de fermentacién predomina L. kefiranofaciens, mientras que en etapas tardias se
observa una prevalencia del género Leuconostoc [42]. En cuanto a las levaduras, mas
de 23 especies han sido identificadas formando parte de la microbiota del granulo o
de la leche fermentada; siendo Saccharomyces cerevisiae, S. unisporus, Candida kefyr'y
Kluyveromyces marxianus las especies predominantes [23, 43, 44]. Otras especies en-
contradas incluyen Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Kazachastania aerobia,
Lachanceae meyersii, Yarrowia lipolytica y Kazachstania unispora [25].
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1. EFECTOS BENEFICIOSOS SOBRE LA SALUD ATRIBUIDOS AL KEFIR

Se conoce que el kefir ejerce efectos beneficiosos para la salud de quien lo consu-
me, tales como actividad antimicrobiana y antitumoral, inmunomoduladora, antiin-
flamatoria, cicatrizante, antioxidante, reductora del colesterol y mejora en la tolerancia
a la lactosa, el higado graso y modulacion de la microbiota intestinal. Los hallazgos
cientificos mas relevantes sobre las propiedades benéficas para la salud asociadas al
consumo de kefir pueden encontrarse en los trabajos de diversos autores, quienes los
han resumido adecuadamente [28, 45-47]. Debe tenerse en cuenta que estas propie-
dades podrian atribuirse tanto a los microorganismos presentes en el producto como
a los metabolitos que ellos producen, y estan presentes en la leche fermentada.

Dentro de las propiedades probidticas atribuidas a los lactobacilos aislados de
kefir, se puede mencionar la capacidad de L. plantarum CIDCA 83114 de antagoni-
zar el efecto bioldgico de E. coli enterohemorragica (EHEC) in vitro [48] y los efectos
citotoxicos de la toxina Shiga tipo Il producida por EHEC O157: H7 [49]. Asimismo, se
ha descripto su efecto protector sobre la invasién de Shigella flexneri a células epite-
liales [50]. Por su parte, cepas de L. kefiri pueden inhibir la adhesién vy la invasion de
Salmonella enterica serovar. Typhimurium a células Caco-2/TC-7 [51].

En relacion con las levaduras, cepas pertenecientes a especies S. cerevisiae, S.
unisporus, I occidentalis y K. marxianus resisten a las condiciones gastrointestinales
y adhieren a células Caco-2 [43]. Romanin y colaboradores [52] demostraron que
levaduras especificas presentes en el kefir son capaces de modular la respuesta
inducida por distintos agonistas proinflamatorios como flagelina, IL-13, TNF-a y
LPS. Ademas, se demostrd [53] que el pretratamiento de células epiteliales con K.
marxianus CIDCA 8154, reduce los niveles intracelulares de especies reactivas de
oxigeno y —en un modelo de Caenorhabditis elegans— se comprobd que la leva-
dura protege del estrés oxidativo. En el mismo sentido, Cho y colaboradores [54]
describieron recientemente que una combinacion de Kluyveromyces KU140723-02
aislada de kefir y harina de semilla de uva rica en polifenoles o su extracto tiene
actividad antioxidante incrementada. Otros investigadores [55] sefialaron que ce-
pas de S. cerevisiae aisladas de kefir brasilefo presentaron interesantes propiedades
probidticas in vitro. En un ensayo in vivo de colitis inducida quimicamente con acido
trinitrobenceno sulfénico (TNBS) se demostrd que ratones tratados por via oral con
K. marxianus CIDCA 8154 presentaron menor dafno histopatolégico y niveles mas
bajos de IL-6 circulante [53]. También se ha descripto que la combinacion de dos
lactobacilos, un lactococo y dos levaduras aislados de kefir protegen células epite-
liales cultivadas in vitro de la invasion de Shigella [50], asi como también, protegen
contra la infeccion por Clostridium difficile en un modelo de ratén [56]. Del mismo
modo, Londero y colaboradores [57] mostraron las propiedades antagénicas de
un cultivo mixto de cepas de kefir contra Salmonella. Como estos efectos, muchos
otros han sido colectados de la bibliografia cientifica y publicados por Slattery y
colaboradores [58].
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Los microorganismos que constituyen los granulos de kefir producen cambios en
la leche durante la fermentacion, modificando sus caracteristicas organolépticas y
produciendo metabolitos que contribuyen a las propiedades promotoras de la salud
atribuidas al producto. Los microorganismos fermentan la lactosa, hidrolizan protei-
nas, producen exopolisacaridos (EPS) y acidos organicos, vitaminas, etanol, acetalde-
hido, diacetilo, diéxido de carbono y bacteriocinas y todos ellos forman parte de la
fraccién no microbiana del kefir.

Una actividad asociada a esta fraccion es la capacidad antimicrobiana atribuida
principalmente a los acidos organicos a veces acompafhados de otros compuestos
inhibidores como las bacteriocinas [45, 59, 60, 61]. El nivel de acido lactico en el ke-
fir varfa entre 0,078 My 0,255 M [15, 33, 62] y la concentracion de acido acético se
encuentra entre 0,015 My 0,038 M dependiendo de los microorganismos y de las
condiciones de fermentacion [63].

Se ha demostrado la actividad inhibitoria de la fraccion no microbiana, asi como
del sobrenadante libre de células de leches fermentadas con microorganismos aisla-
dos de kefir contra varias bacterias patégenas [59, 60, 64]. Iraporda y colaboradores
[60] mostraron que el efecto inhibitorio sobre Salmonella enterica serovar. Enteritidis
es debido a la forma no disociada de los &cidos organicos, ya que su efecto se pier-
de al neutralizar la fraccién no microbiana de la leche fermentada. Sin embargo, los
mismos autores observaron una disminucion en la capacidad invasiva del patdégeno
a células epiteliales intestinales en cultivo al incubarse con la fraccidon no microbiana
de kefir neutralizada.

Otro beneficio para la salud atribuido a la fraccién no microbiana del kefir es su ca-
pacidad para modular la respuesta inmune [60] . En este contexto, de Moreno de Le
Blanc y colaboradores [65] demostraron que la fraccion no microbiana del kefir retra-
sa el desarrollo del tumor de mama en un modelo animal. El lactato y otros acidos or-
ganicos como el acetato, el propionato y el butirato, también regulan negativamente
las respuestas proinflamatorias en las células epiteliales y mieloides intestinales [60,
66]. La administracion intrarrectal de lactato proporciona una reduccion significativa
de la inflamacion intestinal y el dafo epitelial inducido por TNBS. Sin embargo, cuan-
do se administra en el agua de bebida no protege contra la inflamacién intestinal
aguda, probablemente debido a que el lactato no alcanza los niveles necesarios en
el colon porque es absorbido y/o consumido por las bacterias que alli se encuen-
tren [67]. Sin embargo, el lactato puede llegar al intestino a través del consumo de
probidticos y alimentos que contienen prebidticos. Los microorganismos probidticos
que se adhieren a las células epiteliales pueden producir lactato en el microambiente
del epitelio intestinal. En este aspecto, es importante sefalar que algunas cepas de L.
paracasei aisladas de kefir aumentan su capacidad de adhesién a células Caco-2 y a
mucina después del paso a través del tracto gastrointestinal simulado [68]. Del mis-
mo modo, el consumo de prebidticos que se fermentan selectivamente en el colon
induce el crecimiento de Lactobacillus y Bifidobacterium que producen principalmen-
te lactato. Ademas, la microbiota intestinal puede usar lactato para la producciéon de
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acetato, propionato y butirato, siendo estos, acidos grasos de cadena corta altamente
asociados a la salud intestinal.

La modulacién de la microbiota intestinal mediante la administracion de kefir se
ha demostrado en ensayos con animales [69, 70] y recientemente en un ensayo en
humanos [71]. Este impacto en las comunidades microbianas podria modificar el per-
fil de metabolitos y también influir en la respuesta inmune.

El kefiran es un heteropolisacarido soluble en agua compuesto por cantidades
iguales de D-glucosa y D-galactosa, y es el principal polisacarido presente en el kefir,
alcanzando valores de aproximadamente 218 mg/L [72, 73] y ha sido estudiado por
sus propiedades tecnoldgicas y beneficios para la salud. Este polimero es un aditivo
interesante para la industria alimentaria, ya que mejora significativamente la viscosi-
dad y las propiedades viscoelasticas de los geles de leche &cidos y es capaz de for-
mar films comestibles [74, 75]. Es un polisacarido no digerible que puede llegar al
intestino grueso donde puede ejercer efecto antimicrobiano [76], antiinflamatorio
[77] y antialérgico [78]. La administracion de kefiran en el agua de bebida aumenta
la cantidad de bifidobacterias en el colon [79] y la cantidad de células intestinales
productoras de mucus [80]. La actividad benéfica del kefiran podria atribuirse a la
capacidad de este polisacérido para interactuar con los enterocitos o indirectamente
por el efecto bifidogénico demostrado. Ademas, este polimero puede antagonizar
los factores de virulencia de patégenos in vitro [81] y reducir la presién arterial y los
niveles de colesterol en suero [82].

Hamet y colaboradores [83] han aislado nueve cepas de L. kefiranofaciens subsp. kefi-
ranofaciens productoras de EPS de granulos de kefir de diferentes origenes observando
que el grado de polimerizacion del EPS producido en la leche depende de la cepa. Sin
embargo, ninguno de ellos produce fracciones de un peso molecular superior a 10°
Da. Jeongy colaboradores [84] demostraron que L. kefiranofaciens DN1 produce un EPS
diferente del kefiran, compuesto de manosa, arabinosa, glucosa, galactosa y ramnosa,
cuando crece en glucosa. Por el contrario, el L. kefiranofaciens 1P3 aislado de granos de
kefir de Brasil pudo producir un a-glucano en presencia de sacarosa, sin embargo, no
informaron si las mismas cepas pueden producir EPS a partir de lactosa [85].

Ademas de L. kefiranofaciens, muchas otras especies BAL productoras de EPS se
han aislado del grano de kefir [84, 86]. Gangoittiy colaboradores [87] estudiaron la es-
tructura del EPS sintetizado por L. plantarum CIDCA 8327 en la leche, observando que
correspondia a un a-glucano. Las cepas de L. paracasei subsp. paracasei aisladas de
grénulos de kefir en Argentina pudieron producir EPS en leche o medios de cultivo
[86, 88]. La temperatura de crecimiento afectd la producciéon de EPS por L. paracasei
subsp. paracasei, evidencidndose los cambios por la presencia de una fraccion de
alto peso molecular y un aumento en la cantidad total de EPS producido a una tem-
peratura mas baja [88]. La leche fermentada obtenida con estas cepas tiene buenas
propiedades reoldgicas [86] y se les atribuye la inhibicion de la invasion de Salmonella
y la modulacién de la respuesta proinflamatoria en un modelo animal [88, 89]. Di y
colaboradores [90] estudiaron el EPS producido por L. plantarum YW11 aislado del
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kefir tibetano, evidenciando su actividad antioxidante. Ademaés, demostraron que el
consumo de EPS recupera la diversidad de microbiota y los filotipos en un modelo
de ratén envejecido.

Dallas y colaboradores [91] describieron la presencia de péptidos en muestras de
kefir con actividad bioldgica, incluidas las funciones antihipertensivas, antimicrobia-
nas, inmunomoduladoras, opioides y antioxidantes. Informes recientes demostraron
que la administracion de kefir o péptidos comerciales a partir de kefir redujo el au-
mento de peso en ratones obesos [46, 92]. Santanna y colaboradores [93] mostraron
que la administracion de la fraccion no microbiana causé una reduccion significativa
en el depdsito de lipidos vasculares. Del mismo modo, Brasil y colaboradores [94]
evidenciaron que la fraccion no microbiana del kefir inhibe la enzima convertidora
de angiotensina y reduce la hipertension, atribuyendo este efecto a la liberacion de
péptidos bioactivos de las proteinas de la leche por los microorganismos.

El kefir se ha asociado con el estado saludable y la longevidad de los consumidores
durante afos. Sin embargo, las bases cientificas de las propiedades promotoras de la
salud del kefir se demostraron en las Ultimas tres décadas. La leche fermentada es un
producto dindmico cuyas propiedades dependen de varios factores, como la fuente
de leche, las condiciones de crecimiento y el origen de los granulos. Dado que las
principales variaciones incluyen la microflora y los metabolitos del kefir como &cido
lactico y acético, exopolisacarido y péptidos bioactivos, es necesaria una compren-
sion profunda de la composicion microbioldgica y quimica del kefir para entender
la compleja interrelacién entre sus microorganismos que han permitido el manteni-
miento del complejo sistema ecoldgico a través de los siglos. Ademas, comprender
el papel beneficioso de cada microorganismo aislado de kefir y los componentes
de la fraccion no microbiana permitirfa el disefio de nuevos productos comerciales
que contengan mezclas definidas de microorganismos y metabolitos con beneficios
especificos para la salud. El desarrollo de kefir comercial con cepas definidas, permi-
te obtener productos controlados y reproducibles vy, junto a los estudios clinicos de
efectividad que demuestren sus propiedades benéficas, darfa lugar a clasificar a este
tipo de kefir como un alimento probidtico, segun los requerimientos regulatorios
actuales, lo que constituye un amplio e innovador campo a desarrollar dentro de la
ciencia y tecnologia de alimentos.

IV. KEFIR DE AGUA

En los Ultimos afos ha aumentado el interés por esta bebida fermentada debido
a su sabor agradable y los potenciales efectos benéficos atribuidos a su consumo.
Ha surgido la inquietud por conocer el proceso de obtencion de esta bebida y los
microorganismos responsables de la fermentacion, asi como de dilucidar las caracte-
risticas fisicoquimicas, nutricionales y benéficas para la salud (funcionalidad) del pro-
ducto. A diferencia de lo que ocurre en algunos paises de Europa, Asia 0 América del
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Norte —en los cuales esta bebida se produce de manera industrial y se comercializa
[95]-, en nuestro pals solo se fabrica de manera artesanal y hasta el momento no esta
regulada por el Cédigo Alimentario Argentino.

El kefir de agua, también conocido como “aquakefir’ o “sugary kefir’ es una bebida
de sabor &cido vy frutal, levemente efervescente y de bajo contenido alcohdlico, que
se obtiene por fermentacion de agua azucarada adicionada de frutas deshidratadas,
como higos secos o pasas de uva, con una comunidad microbiana multiespecie es-
table contenida en los granulos de kefir de agua [96, 97] y se le suele adicionar algun
citrico como limén, para aportar sabor y aroma [98, 99]. Se han utilizado estos gra-
nulos para fermentar jugos de frutas y vegetales, presentdndose esta bebida como
alternativa para incluir en dietas veganas [95].

Se les asignd el nombre “granulos de kefir azucarado” (en inglés, “sugary kefir grain”)
para diferenciarlos de los utilizados para fermentar la leche [98, 100]. Si bien com-
parten con el kefir tradicional de leche el hecho de ser un sistema microbiolégico
complejo inmovilizado en una matriz, difieren en la composicién quimica de la matriz
y los principales microorganismos que lo conforman.

Los granulos de kefir de agua son pequefios (1 a 10 milimetros de didmetro),
transltcidos y quebradizos (se rompen bajo presion); pueden ser de color blanco
o amarillento segun la fruta que se afade en el medio de cultivo [98] o el tipo de
azUcar usado. Al igual que el kefir de leche, constituyen un sistema microbiolégico
complejo conformado por bacterias acido lacticas (107-108 UFC/g de granulo), bacte-
rias acido acéticas (105-107 UFC/g de granulo) y levaduras (105-107 UFC/g de granulo)
que coexisten en asociaciéon simbidtica, inmersas e inmovilizadas en una matriz de
polisacarido producido por las propias bacterias [101-103]. La matriz estd compuesta
por un polisacarido formado por glucosa unida por enlaces a-1,6 con ramificaciones
en uniones a-1,3, hecho que lo diferencia de la matriz del granulo de kefir de leche
compuesta por proteinas y kefiran [100, 104, 105].

Estos granulos de kefir de agua también han recibido diferentes nombres como
“tibicos” o "tibi’, entre otros, dependiendo del posible origen del granulo que es aun
incierto [106]. Entre las teorias mas populares del origen de los granulos se pueden
mencionar que fueron traidos a Europa por los soldados que regresaron de la guerra
de Crimea en 1855y los llamaron “gingerbeer plants” [107], mientras que otra teorfa
propone la formacion espontanea de los “tibis” en las hojas planas (nopales) de un
cactus mexicano (Opuntia ssp.), donde los microorganismos se alimentaban de las
excreciones azucaradas [108]. Pero mas alld de su origen, lo cierto es que los granulos
se han trasmitido de casa en casa a través de las generaciones, para la elaboracion
artesanal de esta bebida fermentada.

El proceso de fermentacion de kefir de agua se inicia agregando granulos de kefir
de agua (el inéculo) a una mezcla de agua potable, frutas (secas) y azucar. Por lo ge-
neral, se realiza a temperatura ambiente (21 a 25 °C) durante 2 a 4 dias usando entre
6y 30% (p/v) de sacarosa y 6-20% (p/v) de granulos de kefir de agua [96, 99, 103,
109, 110]. Durante este proceso algunos microorganismos pasan al agua, donde se

146



ANA AGUSTINA BENGOA - GRACIELA LILIANA GARROTE - ANALIA GRACIELA ABRAHAM

multiplican y fermentan los azlcares —evidencidandose un descenso del pH-y otros
quedan asociados al granulo y sintetizan el glucano a partir de sacarosa, componente
principal de la matriz [104, 105, 110]. Al final de este proceso los granulos de kefir que
han aumentado su masa son recuperados por filtracion [102] y el producto resultante
es una bebida dulce, ligeramente alcohdlica, acida y espumosa, de color amarillento
y de sabor y aroma frutado, que muchos llaman “licor de kefir"y que contiene las
bacterias y levaduras viables. Se puede tomar inmediatamente o conservar en la he-
ladera 1 o 2 dias, aunque el gas también aumentard, produciendo una bebida mas
carbonatada. El proceso de fermentacién puede ser doble si, luego de las primeras 24
horas, se retiran los granulos por filtracion y se afaden al primer producto obtenido
frutas, jugos de frutas y se deja fermentar por 24 horas mas en la heladera. Esto da la
posibilidad de obtener productos saborizados (suelen afiadirse jugos de frutas como
manzana, pifa, lima, limén, naranja, mango, cerezas, frutillas, etc). También puede
realizarse la fermentacion sustituyendo el agua azucarada por agua de coco, suficien-
temente dulce [95]. De esta manera en cada fermentacion se obtiene el producto fer-
mentado y un aumento de la cantidad de granulos que son utilizados nuevamente
(proceso denominado backslopping en inglés) o son almacenados en heladera para
futuras fermentaciones [99, 103].

En algunos paises este producto se elabora a escala industrial donde se requieren
condiciones controladas de fermentacion y tratamiento de las materias primas [95].

La bebida fermentada contiene &cidos lactico y acético, CO,, alcohol y varios com-
puestos que contribuyen al aroma y vitaminas del grupo B [95]. También se encuentran
presentes polisacaridos que fueron caracterizados como glucanos (polimero de gluco-
sa) y en menor proporcion levanos (polimeros de fructosa) producidos por los propios
microorganismos [97, 101, 105]. El glucano presente en el producto fermentado difiere
del presente en el granulo en el peso molecular y la posicién de las ramificaciones. La
composicion del kefir de agua, asi como sus caracteristicas organolépticas, pueden ser
diferentes debido a factores tales como el origen y almacenamiento de los granulos,
el tipo de azlcar, asi como a las condiciones de elaboracién del producto siendo rele-
vantes la temperatura, la concentracion de grénulos, la capacidad buffer del medio, la
concentracion de calcio y la temperatura de fermentacion [106, 111].

El aumento de biomasa de granulo es un proceso clave para la continuacion y
propagacion de los granulos y estd influenciado principalmente por las caracteris-
ticas intrinsecas del granulo y factores ambientales como los nutrientes disponibles
[103, 110]. El bajo crecimiento de granulo es un problema comun durante la fermen-
tacion de kefir de agua que limita la continuacion exitosa del proceso de produccion
de esta bebida [103].

Los microorganismos del granulo de kefir de agua han sido mucho menos es-
tudiados que los del kefir de leche, aunque igualmente constituyen un reservorio
importante de microorganismos altamente competitivos. Una particularidad del
grénulo de kefir de agua es su capacidad de mantener el balance microbiano du-
rante largos periodos, adaptédndose al desarrollo en un habitat pobre en fuentes de
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nitrogeno y factores de crecimiento [96, 112, 113]. En ese aspecto, los microorganis-
mos del granulo coexisten en una estrecha relacion donde cada uno es capaz de cre-
cer en asociacion simbidtica y proveerse uno a otros componentes esenciales para
su desarrollo. Se ha evidenciado una estrecha relacion entre bacterias y levaduras
aisladas de kefir de agua. Al crecer en co-cultivo algunas combinaciones resultaron
en un beneficio para para ambos microorganismos. Por ejemplo, en el co-cultivo de
Zygotorulaspora (Z.) florentina y Lactobacillus nagelii las levaduras proveyeron vitami-
nas, aminoacidos esenciales y factores de crecimiento para las bacterias mientras que
los productos finales de las bacterias fueron utilizados por las levaduras como fuentes
de energia [97]. Por otro lado, la combinacion de L. hilgardii 'y Z. florentina resulta en
el beneficio de una sola de las especies (parasitismo) [112, 113]. De esta manera se
puede considerar que en el granulo se genera una relacion Unica entre los integran-
tes del consorcio dependiendo de cada bacteria/levadura. Los microorganismos del
granulo ademas producen metabolitos que controlan el desarrollo de microorga-
nismos ambientales o patdégenos, permitiendo que la fermentacion se realice bajo
condiciones no estériles sin riesgo de contaminacion.

Algunos de los microorganismos clave de la fermentacion de kefir de agua son
L. hilgardii, L. nagelii, L. paracasei, Bifidobacterium aquikefiri, Saccharomyces cerevisiae,
y Dekkera bruxellensis [97, 99, 111, 114]. También estan presentes otras bacterias lacti-
cas, levaduras, bacterias acido acéticas y/o bifidobacterias [96, 109, 110, 114]. Se puede
apreciar que, si bien hay coincidencia en algunas especies, los microorganismos mas
relevantes en este sistema no son los mismos que los descriptos en el kefir de leche.
Dentro de la variedad de especies que conviven en los granulos de kefir de agua, se ha
considerado que L. hilgardii es el principal microorganismo responsable de la produc-
cion del glucano constituyente de la matriz del granulo [101, 105] y recientemente se
ha postulado a L. hordei como un posible contribuyente a la formacion de granulo [115].

En el saber popular, el consumo de esta bebida se asocia a una mejora en el estado
de saludy se supone que muchos de estos efectos provienen del hecho de relacionar
este producto con el kefir de leche. En la Figura 2 se detallan las principales diferen-
cias entre los granulos de kefir de leche y de agua. Con respecto al efecto benéfico
de esta bebida, se ha demostrado que posee capacidad antioxidante in vitro y efecto
antiinflamatorio en un modelo de edema en pata de rata, asociado a la presencia del
polisacarido [116-118]. Algunos autores indican que dada la complejidad de la mi-
crobiota presente, serfa factible que existan cepas potencialmente probidticas [96],
sin embargo, es necesario validar los resultados. Por ejemplo, estudios in vitro sobre
la capacidad de cepas de L. paracaseli, aisladas de kefir de leche y de kefir de agua, de
proteger el epitelio de la accion de Salmonella, demostraron que solo los aislados de
leche dieron resultados positivos [89] indicando que el efecto es dependiente de la
cepa. Trabajos recientes han demostraron que L. diolivorans 17, protege in vivo de la
infeccion con Salmonella [119]y L. mali APST mejora la esteatosis hepética en modelo
animal [120]. Sin embargo, las investigaciones y publicaciones cientificas relaciona-
das con este tema son todavia escasas quedando un largo camino por recorrer.
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Figura 2. Granulo de kefir de leche y granulos de kefir de agua.
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Color blanco o amarillo, transltcidos,
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que se rompen facilmente
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V. KOMBUCHA

La kombucha es una bebida producida por la fermentacion aerdbica de té negro
azucarado con una combinacion simbidtica de levaduras y bacterias inmovilizadas
en una pelicula de celulosa. Esta pelicula permanece flotando en el té azucarado y
durante la fermentaciéon se genera una nueva pelicula que sirve como iniciador de
un nuevo proceso de fermentacion. La pelicula conteniendo los microorganismos
inmovilizados se denomina SCOBY (siglas en inglés para Symbiotic Colony Of Bacteria
and Yeast). La kombucha es también conocida como los “hongos del té” o Haipao, y
se ha elaborado en China de manera artesanal durante mas de 2000 afos; de allf fue
a Japon, para llegar finalmente a Rusia y el Este Europeo [121].

La kombucha obtenida por fermentacién aerébica de té negro azucarado durante
8 a 10 dfas tiene un sabor 4cido semejante a una sidra burbujeante que por fermen-
tacion prolongada desarrolla un sabor a vinagre suave [122. La bebida fermentada
contiene microorganismos viables, etanol, diéxido de carbono y acidos organicos
(principalmente acido glucénico y acético, y en menor proporcion acido lactico), en-
tre otros metabolitos responsables de las caracteristicas organolépticas [123].

En el producto, obtenido durante 10 dias, las bacterias y levaduras alcanzan una
concentracion entre 104 y 106 UFC/ml, siendo el nimero de levaduras levemente
superior al de bacterias. Se ha demostrado que la viabilidad de los microorganismos
disminuye en el transcurso de la fermentacion debido a la falta de oxigeno y el pH
extremadamente bajo (pH 2,5) [124]. El nimero de microorganismos viables es infe-
rior en la pelicula con respecto a la bebida fermentada, siendo el microbioma de la
pelicula mas estable y menos diverso que la bebida [124, 125].
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Los microorganismos que se han aislado con mayor frecuencia de este produc-
to son bacterias acido acéticas correspondientes a los géneros Gluconocetobacter y
Acetobacter, que estan acompafnados por levaduras representadas en su mayor pro-
porciéon por el género Zygosaccharomyces. En menor proporcion se encuentran las
bacterias lacticas representadas por el género Lactobacillus. La composicidon microbio-
l6gica varia dependiendo del origen del SCOBY, pero los microorganismos predomi-
nantes son los mismos en todos los productos y peliculas [122, 123]. Se ha demostrado
que tanto el SCOBY crecido en condiciones estériles como no estériles mantiene una
microbiota basal compuesta por bacterias acido-acéticas y levaduras, acompanadas
por otras bacterias que contribuyen a la variabilidad microbiana del fermento. El tiem-
po de fermentacion también afecta las poblaciones microbianas. Al inicio, las bacterias
acido-acéticas son mas abundantes en la pelicula que en la bebida llegando a un
equilibrio a los 8 dias mientras que las levaduras se mantienen estables en ambas fa-
ses durante toda la fermentacion. El mantenimiento de la proporcién del microbioma
basal es critico para que funcione toda la comunidad [125]. Para el mantenimiento del
SCOBY, los microorganismos deben realizar la sintesis de celulosa. Una de los géne-
ros mas importantes responsables de ello es Komagataeibacter xylinus, (anteriormente
denominado Gluconacetobacter xylinus) y es considerado el microorganismo mas efi-
ciente en la produccion de celulosa microbiana en la kombucha [126].

En el SCOBY los microorganismos coexisten en una relacion simbidtica que se
extiende al producto fermentado. A diferencia del kefir y el kefir de agua, las bacterias
dominantes de esta fermentacion son las bacterias dcido-acéticas, que son capaces
de utilizar alcohol para oxidarlo a acido acético y acido glucénico. Estos microorga-
nismos llevan a cabo una fermentacion aérobica y —por lo tanto- requieren oxigeno
para su crecimiento y actividad metabdlica. Las levaduras convierten la sacarosa en
glucosa y fructosa y producen etanol. Las bacterias acéticas convierten la glucosa a
acido gluconico y la fructosa a 4cido acético. Los compuestos derivados de la cafel-
na del té estimulan la sintesis de celulosa por las bacterias acido-acéticas. El dcido
acético estimula a las levaduras a producir etanol, que a su vez es utilizado para el
crecimiento y produccion de acido acético por las bacterias acéticas [127]. Ademas,
la muerte y auto-lisis de las levaduras libera vitaminas y otros nutrientes que son uti-
lizados por las bacterias. Algunos microorganismos crecen en simultaneo, pero otros
requieren los productos de fermentacién de otros y crecen de manera secuencial,
cambiando el predominio de cada microorganismo a lo largo de la fermentacion
[128]. Por otro lado, los acidos organicos y el etanol actian como bioconservantes,
evitando la colonizaciéon del SCOBY y la kombucha por otros microorganismos. Dado
que la composicion de acidos organicos depende de las variables de proceso men-
cionadas, es necesario controlar la fermentacién para asegurar la calidad del produc-
to desde el punto de vista de la seguridad [121].

Esta bebida se elabora de manera artesanal y la proporcién exacta de compo-
nentes puede variar segun las condiciones de elaboracion. La primera etapa es la
preparacion del té azucarado que se realiza afiadiendo hojas u hebras de té a agua
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hirviendo y se deja en infusion durante unos 10 minutos antes de separarlas. Luego
se agrega sacarosa en una concentracion entre 5 a 10 g/100 ml, que se disuelve en el
té caliente y se deja enfriar. El té se vierte en un recipiente limpio de boca anchay se
acidifica mediante el agregado de kombucha ya preparada. El SCOBY se coloca sobre
la superficie y el frasco se cubre cuidadosamente con un pafo limpio de algodén.
Se incuba a temperatura ambiente (entre 20 y 30 © C) durante 7 a 60 dias. Durante
la fermentacion, se forma una nueva pelicula (denominada comunmente hija) en la
superficie del té que se retira de la superficie y se guarda en un pequefio volumen de
té fermentado. La bebida se pasa a través de un liencillo y es almacenada en botellas
tapadasa4°C[122,123,129].

La fermentacion estd influenciada por muchos factores, como la temperatura, la
cantidad de oxigeno, el CO, disuelto, asi como por la naturaleza y composicion del
medio, el origen del SCOBY, la concentracion de azucar, la variedad de té utilizado, el
tiempo de fermentacion y la temperatura utilizada [122, 130]. Cualquier variacién en
estos factores puede afectar la velocidad de fermentacion, las propiedades organo-
lépticas, la calidad nutricional y las caracteristicas fisicoquimicas del producto. Con
respecto al sustrato a fermentar, se han utilizado diferentes variedades de té negro y
té verde como también otros sustratos entre los que se pueden mencionar agua de
coco o jugo de frutas [129, 131].

El tiempo de fermentacién es uno de los pardmetros de proceso que produce
mayor cambio en las caracteristicas del producto. Este tiempo varia entre 7 y 60 dias
siendo entre 10y 15 dias el tiempo recomendado para obtener los mejores produc-
tos con buenas caracteristicas organolépticas [123]. Ademas, después de los 7 dias
de fermentacion se observa un incremento en los polifenoles y una mayor diversidad
microbiana [128]. Por otro lado, la acumulacion de gas en la interfase entre la pelicula
y el producto bloquea la transferencia de nutrientes, creando un entorno desfavora-
ble para los microorganismos y un producto mas avinagrado. Estos tiempos varfan
dependiendo de la temperatura de fermentacién siendo la recomendada entre 22
°Cy 30 °C [123]. Otra variable importante en la fermentaciéon del té de kombucha es
el oxigeno necesario para la fermentacion aerdbica llevada a cabo por las bacterias
acido acéticas. En cultivos estaticos la difusion de oxigeno es un factor limitante que
podria afectar la produccién y calidad de la celulosa. Sin embargo, la agitacion no es
recomendada por afectar la formaciéon de la pelicula. El conocimiento de la cinética
de produccién de los metabolitos bacterianos durante la fermentacion y el efecto de
las variables del proceso, es crucial para comprender las propiedades del té de kom-
bucha preparado en diferentes condiciones, para optimizar su producciéon industrial.

La popularidad de la kombucha estd impulsada por su potencial uso como ali-
mento funcional debido a los supuestos beneficios para la salud que se le atribuyen
basados en la apreciacion personal. Sin embargo, la evidencia cientifica que respalde
los beneficios de kombucha para la salud humana es limitada [127, 132]. Los po-
cos estudios existentes hasta el momento incluyen estudios in vitro que describen
un efecto antimicrobiano, antioxidante y anticancerigeno [127, 130] y estudios in
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vivo que demuestran un efecto hipoglucémico en ratas diabéticas, disminucion de
especies reactivas al oxigeno en higado y rindn de ratas alimentadas con dieta rica en
colesterol (efecto antioxidante), efecto cicatrizante entre otros [133]. Sin embargo no
hay estudios en humanos validados [132].

Los estudios in vitro sugieren que los efectos benéficos de este producto estan
asociados al conjunto de metabolitos que se producen durante la fermentacion en-
tre los que se pueden mencionar el acido gluconico, el acido acético, las vitaminas y
los compuestos fendlicos [132, 134]. Si bien el efecto benéfico para la salud ha sido
asociado a los microorganismos y los metabolitos producidos durante el proceso
de fermentacion, no se pueden descartar los efectos asociados al propio té con su
aporte de polifenoles y compuestos antioxidantes [122]. Con respecto al rol de los
microorganismos se requieren nuevas investigaciones para obtener evidencias sobre
su potencial efecto probidtico [134].

El consumo de kombucha fue algunas veces asociado a reacciones adversas
(pero no siempre confirmado), incluyendo hiponatremia, reaccion alérgica, ictericia
y nauseas, vomitos, dolor de cabeza y dolor de cuello; acidosis metabdlica, hepato-
toxicidad y hepatitis colestasica, trastornos renales [123, 132]. Estd contraindicado en
embarazadas y durante el periodo de lactancia [132, 134].

En nuestro pals la comercializacion de este producto esta prohibida hasta el mo-
mento (B.O. 13/04/05 SALUD PUBLICA Disposicion 1829/2005 - ANMAT). Sin embargo,
la FDA (siglas en inglés de Food and Drug Administration), indica que controlando las
condiciones de elaboracién, la kombucha es segura para consumo humano y reco-
mienda que el tiempo de fermentacién no supere los 10 dias (FDA Model Food Code
Number, 2013). Nuevos estudios son necesarios para definir el efecto en la salud/
toxicidad de la kombucha.

V1. CONCLUSIONES

En este capitulo se han descripto tres alimentos fermentados artesanales que se
caracterizan por tener aspectos comunes y diferentes que determinan su identidad.
Las diferencias las constituyen principalmente los microorganismos que conforman
cada fermento y en consecuencia los metabolitos que se producen durante el de-
sarrollo de cada bebida. Con respecto a los aspectos comunes se puede destacar que
todo ellos son productos fermentados por una microbiota compleja inmovilizada en
una matriz y se asocia su consumo a un efecto benéfico en la salud. Durante la fer-
mentacion los microorganismos sintetizan los componentes de la matriz y se genera
nueva biomasa de granulos o pelicula, siendo la sintesis del/los componentes de la
matriz esencial para seguir manteniendo el fermento.

La microbiota del kefir, kefir de agua y kombucha se presenta como una potencial
fuente de microorganismos probidticos. Hasta el momento no se ha podido dilucidar
completamente las interacciones existentes entre los microorganismos debido a la
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complejidad y diversidad de cada comunidad. Comprender el papel beneficioso de
cada uno de ellos y sus metabolitos permitiria el disefo de nuevos productos co-
merciales “hechos a medida del consumidor” que contengan mezclas definidas con
beneficios especificos para la salud.

El interés de los consumidores por alimentos artesanales y naturales con propie-
dades benéficas especificas para la salud los ha llevado a descubrir y revalorizar estos
“nuevos 'viejos'alimentos” para incluirlos en su dieta.
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RESUMEN

Los productos carnicos fermentados y curados forman parte de la
alimentacion desde tiempos remotos. Estos alimentos poseen propie-
dades organolépticas Unicas y su popularidad es debida, ademas, a sus
cualidades nutricionales y econdmicas. Por otra parte, forman parte del
acervo cultural de los pueblos que los consumen de forma habitual.
Existe una amplia variedad segun paises y regiones e incluso los hay con
propiedades singulares, como los elaborados con especies de animales
exoticos, que los posicionan como exquisiteces dirigidas a un publico
selecto. Los embutidos fermentados poseen una microbiota particular,
y por su concentracion y variedad son una importante reserva de biodi-
versidad, que impacta positivamente en el microbioma intestinal de sus
consumidores. Durante la fermentacion y maduraciéon se generan barre-
ras especificas que impiden el crecimiento de ciertos microorganismos
mientras que la proliferacion de bacterias lacticas (BAL) y cocos gram
positivos catalasa positivos (CGC) se ve favorecida competitivamente.
De hecho, la fermentacion de los azlcares presentes y afadidos y la con-
comitante produccién de acido, ocurre exclusivamente por la actividad
fermentadora de la microbiota lactica. Desde hace mas de 30 afios se
aplican cultivos iniciadores comerciales constituidos por BAL y CGC que
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garantizan la fermentacion y estandarizan la produccion. Actualmente
se ha propuesto el uso de cultivos iniciadores autdctonos, aislados de la
propia matriz a fermentar, por presentar mayor competitividad respec-
to a sus pares aléctonos y sobre todo por la capacidad de conferir una
impronta Unica a productos con tecnologias y/o regiones especificas.
Entonces, el uso de cultivos iniciadores autdctonos otorgara un valor
agregado que impactara positivamente en las economias regionales.

Este capitulo introduce al lector en la tematica general mediante
una amplia descripcion de diferentes aspectos relacionados a los em-
butidos fermentados. Por otro lado, se presenta el trabajo realizado por
nuestro grupo sobre la funcion de las bacterias lacticas en la calidad
global (higiénica y organoléptica) de estos alimentos fermentados. Uno
de los principales objetivos fue determinar si microorganismos autdc-
tonos adecuadamente seleccionados impactarian positivamente en el
producto final. En primer lugar se evalué, mediante estudios microbio-
l6gicos, bioquimicos y organolépticos, la calidad de embutidos fermen-
tados comerciales argentinos a fin de establecer estandares de calidad.
A continuacion se estudié la protedlisis in vitro, una de las transforma-
ciones bioquimicas mas importantes que ocurre durante la maduracion
y que contribuye a la calidad del producto final. En un sistema modelo
se pudo establecer la funcién de un cultivo iniciador autdctono, previa-
mente seleccionado, en la degradacion de proteinas carnicas y discrimi-
nar la protedlisis llevada a cabo por las enzimas propias del musculo. Se
identificaron las proteinas degradadas y los péptidos asociados al aroma
y al sabor que se generan, gracias a tecnologfa de vanguardia como la
peptidomicay la protedmica. Finalmente, se describen los aspectos mas
tecnolodgicos relacionados a la calidad de embutidos elaborados con el
cultivo autdctono formulado, en planta piloto. En base a los resultados
obtenidos se propone que la transferencia de este cultivo iniciador a los
productores beneficiaré al sector garantizando la fermentacion, evitan-
do pérdidas econémicas, reduciendo el tiempo de maduracion y a la
vez otorgando caracteristicas Unicas al producto final, dando origen a
un producto fermentado mejorado tipico de la region.
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l. INTRODUCCION

Tradicionalmente el secado, salado y fermentacion de la carne fueron estrategias
empiricas utilizadas para prolongar la vida util de esta matriz alimentaria altamente
perecedera. Con la aparicion de otras tecnologias de conservacion, especialmente de
la refrigeracion, estos métodos fueron dejados de lado para este fin. Sin embargo, los
productos fermentados carnicos contindan siendo muy populares entre los consu-
midores y son producidos a gran escala especialmente en Europa, donde existe una
importante variedad. Su persistencia como parte de la alimentacion actual se debe
seguramente a sus propiedades organolépticas Unicas, a sus cualidades nutricionales
y econémicas. De hecho, estos productos tienen un fuerte arraigo en el patrimonio
cultural de los pueblos que los consumen en forma habitual [1].

Los productos cérnicos fermentados y curados se incluyen dentro del grupo de
alimentos listos para el consumo directo sin necesidad de coccidn u otro tipo de
transformacion (Reglamento CE 2073/2005). La estabilidad y el bajo riesgo sanitario
de este tipo de productos se basan fundamentalmente en: (1) el descenso de los va-
lores de pH por la fermentacion microbiana de los hidratos de carbono; (2) reduccién
de la actividad de agua (a,,) a causa de los solutos afadidos y de la deshidratacion
progresiva durante la maduracion; (3) la adicion de nitratos vy nitritos y especias con
actividad antimicrobiana frente a microorganismos patdégenos y alterantes [2].

Las caracteristicas organolépticas (textura, aroma y sabor) Unicas de las carnes
fermentadas son consecuencia de una serie de transformaciones bioguimicas vy fisi-
coquimicas que ocurren durante la fermentacion y la maduracién [3]. La produccion
de &cido que caracteriza a la fermentacion es consecuencia del metabolismo de hi-
dratos de carbono por las bacterias dcido lacticas (BAL). El dcido producido reduce
el pH, siendo su funcion principal el aseguramiento de la calidad higiénica, inhibien-
do el crecimiento de microorganismos indeseables (patdgenos y/o deteriorantes).
El 4cido producido también contribuye a la textura y sabor caracteristicos de estos
productos carnicos. Por otra parte, se originan transformaciones oxidativas de los aci-
dos grasos e interacciones entre la mioglobina con el dxido nitrico proveniente de los
nitritos y nitratos adicionados, que por accion de la microbiota nitrato-reductora (co-
cos Gram positivos, catalasa positivos y coagulasa negativos, denominados genérica-
mente CGC) junto con el ambiente acido/reductor, intervienen en el desarrollo del
color caracteristicos de los embutidos fermentados [4, 5]. Asimismo, la degradacion
de las proteinas carnicas es uno de los complejos procesos que ocurren durante la
fermentacion y maduracion, catalizado por enzimas musculares y microbianas cuyos
productos de hidrdlisis (péptidos de bajo peso molecular y amino acidos libres) im-
pactaran directa o indirectamente en el “flavor”de estos alimentos, que es la cualidad
combinada de sabor, aroma y textura. Como consecuencia, el complejo “bouquet”’de
los embutidos fermentados y curados es una sutil combinacién y balance entre com-
puestos volatiles y no volatiles provenientes de diversos origenes (musculo, bacterias
y sus productos metabdlicos, aditivos y especias) [6]. La interaccion entre multiples
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factores como tipo de carne, grasa, microorganismos y procesos tecnoldgicos aplica-
dos generan una amplia variedad de productos fermentados carnicos en el mundo.

Il. EMBUTIDOS FERMENTADOS Y CURADOS

Los embutidos fermentado-curados son productos elaborados con una mezcla
de carne y grasa picadas, sal, agentes de curado (nitrato y nitrito), azlcares, especias
y aditivos autorizados introducidos en una tripa (natural o artificial) a manera de relle-
no, luego de lo cual experimentan un proceso de fermentacion-maduracion acom-
pafnado de una etapa de secado y/o de ahumado, segun sea la tecnologia aplicada.
Al finalizar estas etapas, el producto adopta el color rojo tipico de curado y simulta-
neamente se produce la aglutinacion de las particulas de carne y tocino, adquiriendo
el embutido textura y calidad de corte necesarias. Durante estas etapas se genera
aroma y sabor (flavor) y textura tipicos de cada embutido (Figura 1) [7].

Figura 1. Esquema general de elaboracion de embutidos fermentados y curados.
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I1l. FUNCION DE LOS ADITIVOS EN LA ELABORACION DE EMBUTIDOS
FERMENTADOS

Los diferentes componentes de la mezcla embutida influyen sobre los procesos
fisicoquimicos y microbiolégicos que ocurren en forma simultanea e interdepen-
diente. La sal (NaCl) actia como primer obstaculo impidiendo el crecimiento de mi-
croorganismos indeseables, provocando un descenso inmediato de la a,. Ademas,
el NaCl ahadido (2-4%), es un componente muy importante desde el punto de vista
tecnoldgico, ya que ademas de ser potenciador del sabor induce la solubilizacion y
difusion de las proteinas miofibrilares del musculo, englobando a todos los ingre-
dientes en un gel [8]. Los agentes de curado mas utilizados son los nitratos/nitritos
de sodio y potasio. Cuando los nitratos son reducidos a nitrito por accion de los CGC,
cumplen un importante rol en la inhibicion de Clostridium y Salmonella, previenen el
desarrollo de rancidez y producen el tipico aroma y sabor de curado. Por reduccion
de los nitritos se forma nitroso-mioglobina mediante la inclusién del ¢xido nitrico
(NO) en la molécula de mioglobina, dando lugar a la formacion del color rojo tipico
de los productos carnicos curados [9]. Los condimentos mejoran, en virtud de su
accion sazonante, el aroma y el sabor de los embutidos, satisfaciendo asi las distintas
preferencias de los consumidores. Su accion como inhibidores de agentes patdge-
nos es secundaria debido a las escasas cantidades que normalmente se utilizan en
la elaboracion. Los condimentos varfan en cada formulacion dependiendo en gran
medida de las tradiciones y habitos regionales y/o pais, siendo la pimienta el mas
empleado.

Por otra parte, los diferentes tipos de azUcares, preferentemente glucosa, lactosa,
sacarosa o maltosa, adicionados a la formulacién como complemento a la baja con-
centracion de glucégeno en la carne, constituyen la fuente de energfa utilizada por
los microorganismos durante la fermentacion para la produccién de acido lactico, con
el consiguiente descenso del pH de la masa embutida. Otros aditivos usados como
adyuvantes de curado son el acido ascérbico (vitamina C) y su sal sédica ascorbato de
sodio adicionado como agente reductor mejorando el proceso de enrojecimiento y el
acido glutamico y/o glutamato sédico usados como exaltadores del sabor.

IV. TiPOS DE EMBUTIDOS FERMENTADOS

La elaboracion vy la clasificacion de los embutidos varfan entre paises. La clasifi-
cacion propuesta por Roca e Incze (1990) [10] considera el tiempo de fermentacion
y maduracion del embutido como un criterio basico y establece dos tipos, los de
maduracion corta y aquellos de maduracion larga. Lucke (2003) [11] propuso una
clasificacion desde un punto de vista microbiolégico, basado en la a,, y en el trata-
miento de superficie (con o sin mohos). Otros criterios de clasificacion se basan en la
acidez, el grado de picado de los ingredientes, adicion o no de cultivos iniciadores,
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adicion de uno u otros ingredientes, especias y condimentos [12] o en la proporcion
humedad/proteina [13]. Con respecto a la acidez, estos productos fermentados se
han clasificado en:

» Embutidos fermentado-curados de baja acidez, productos tipicos del &rea
mediterrdanea europea. El proceso de fabricacién de estos productos de
baja acidez prescinde de la etapa de fermentacion, realizdndose una sola
etapa de maduracion a baja temperatura (<10-12 °C) con el fin de evi-
tar una intensa y rapida acidificacion [14]. Son productos con un pH final
entre 5,3-6,2 [15]. El “fuet’, de pequeno calibre (<40 mm), es un ejemplo
tipico de este tipo de producto, tipico de Catalufia, muy apreciado por sus
caracteristicas organolépticas.

o Embutidos fermentado-curados acidos (pH final < 5,3), tipicos de los pai-
ses del norte de Europa y de Estados Unidos de América (USA), con la di-
ferencia que los primeros se someten a una temperatura de fermentacion
media (20-24°C), mientras que en los segundos se utilizan temperaturas
cercanas a 37°C [16].

V. MADURACION DE EMBUTIDOS FERMENTADOS; IMPORTANCIA DE LA
PROTEOLISIS CARNICA

Como se menciond anteriormente, las caracteristicas organolépticas (textura,
aroma y sabor) Unicas de los embutidos fermentados son consecuencia de una
serie de transformaciones que ocurren durante la fermentacion y la maduracion.
El desarrollo de la caracteristica conocida como “flavor” (que es una combinacion
entre aroma, sabor y textura) de los embutidos fermentados no solo depende de
las materias primas y condiciones de procesamiento empleadas sino también de
como éstos influyen en la composicién, dindmica y metabolismo de la microbiota
presente en el embutido [15]. En este contexto, la degradacién de las proteinas car-
nicas es uno de los eventos bioguimicos méas importantes que acontecen durante
la fermentacion y maduracion y tiene un alto impacto tecnolégico en el desarrollo
de textura, aromay sabor. A diferencia de los productos lacteos, durante la fermen-
tacion de la carne ocurre una superposiciéon de la actividad de enzimas propias de
la carne y de origen bacteriano [16]. En general, diversos autores concuerdan en la
funcion principal de enzimas propias de la carne en la protedlisis durante los prime-
ros dias de fermentacion, mientras que las enzimas bacterianas se tornan impor-
tantes durante las siguientes etapas de la maduracion [6]. Hasta hace unos afos,
el rol de las enzimas bacterianas en estos eventos no era muy conocido. La parti-
cipacion de las BAL en la degradacion de oligopéptidos a péptidos mas pequenos
y aminoacidos ha sido objeto de numerosos estudios usando sistemas modelos,
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como embutidos adicionados de antibidticos o inhibidores de proteasas, asi como
usando medios carnicos liquidos [17, 18]. Los péptidos de bajo peso moleculary los
amino acidos libres productos de la hidrdélisis contribuyen directa o indirectamente
a la generaciéon de compuestos (no volatiles y/o volatiles) relacionados al aroma y
sabor (Figura 2). Como consecuencia, el bouquet final de los embutidos fermenta-
dos es una sutil combinacion y balance entre compuestos volatiles y no volatiles
provenientes de diversos origenes (musculo, bacterias y sus productos metaboli-
cos, aditivos y especias) [6].

Figura 2. Modelo propuesto de protedlisis carnica durante la fermentacion de
embutidos.
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V1. MICROBIOTA DE LOS EMBUTIDOS FERMENTADO-CURADOS

La microbiota natural de los embutidos fermentados proviene principalmente
de la carne y del medio ambiente; los microorganismos psicrétrofos presentes, son
denominados core microbiota (del inglés microbiota central o basica) [19]. Aunque
en menor medida, las tripas usadas y las especias adicionadas también contribuyen
a la carga microbiana inicial [20]. Al inicio de la fermentacion, la microbiota esta
representada por BAL (Enterococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Leuconostoc)
y CGC, ademds de Pseudomonas spp., miembros de la familia Enterobactericeae y
en algunos casos ciertos patdégenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus
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y Listeria monocytogenes [21]. Durante la maduracion, la combinacion de factores
tales como la disminucion de la a,, el desarrollo de acidez, la presencia de com-
puestos antimicrobianos asi como la competencia entre los microorganismos
presentes, constituyen barreras para ciertos microorganismos, mientras que otros
resultan favorecidos. En este contexto, adquieren mayor relevancia las BAL, en parti-
cular los géneros Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus; los CGC principalmente,
Staphylococcus y Kocuria; y en menor medida hongos y levaduras. Los microorga-
nismos presentes al final de la maduracién derivan también del ambiente de pro-
cesamiento los que son conocidos como house microbiota (del inglés, microbiota
de casa); esas cepas estan bien adaptadas y por lo tanto son capaces de dominar
la fermentacion de estos productos [22]. Tal como se discute en otros capitulos
de este libro, las carnes y vegetales fermentados asi como el yogur, el queso o los
encurtidos constituyen una fuente importantisima de bacterias viables, seguras y
funcionales que pueden contribuir a la homeostasis del microbioma intestinal. En
efecto, existe informacién sobre la presencia de microorganismos provenientes de
alimentos fermentados en el tracto gastrointestinal (G/) y evidencias del impacto
positivo en la salud de estos consumidores [23, 24].

VI.A. BACTERIAS LACTICAS EN EMBUTIDOS FERMENTADOS ESPONTANEAMENTE

La presencia de determinantes ecoldgicos tales como la presencia de NaCl, ni-
trato/nitrito, azucares, a,, (0,85 - 0,92), temperatura (24 - 30 °C hasta 12 - 18 °C) asf
como la existencia de gradientes de oxigeno durante la maduracion, son respon-
sables de la seleccion de la microbiota capaz de crecer en este particular nicho
carnico. En general, en embutidos fermentados tradicionales, los microorganismos
frecuentemente identificados y adaptados a las rigurosas condiciones imperantes
son Lactobacillus (L.) sakei, L. curvatus, L. plantarum, Enterococcus y Pediococcus. La
prevalencia de L. sakei y L. curvatus ha sido ampliamente informada [25, 26, 27, 28]
considerandose ambas especies como parte de la “core microbiota” funcional de
estos productos [29].

Las BAL son microorganismos fermentativos cuyo producto principal es el 4ci-
do lactico, responsable del descenso de pH durante la fermentacion de la carne
implicando diversos efectos beneficiosos, tales como: i) inhibiciéon del crecimiento
de microorganismos patdgenos y causantes de alteraciones; ii) desnaturalizacion
de las proteinas, permitiendo la coagulacion proteica con el consecuente desarro-
llo de la textura caracteristicas y reduccion de la capacidad de retencién de agua
por parte de las proteinas carnicas, hecho que acelera el proceso de secado; iii)
induccion de las reacciones de reduccion de nitratos y nitritos, promoviendo la
formacion del color tipico de producto curado; y iv) modulacion de las reacciones
enzimaticas que contribuyen al desarrollo del aroma y sabor [7].

172



SiLviNA FADDA - CONSTANZA LOPEZ - GRACIELA VIGNOLO

VI.B. Cocos GRAM POSITIVOS, CATALASA POSITIVOS, EN EMBUTIDOS
FERMENTADOS ESPONTANEAMENTE

Los microorganismos responsables de las reacciones de reduccion de nitratos,
que conducen a la formacién del rojo tipico de curado en los embutidos fermenta-
dos pertenecen al género Staphylococcus (coagulasa negativos) siendo los mas fre-
cuentemente identificados Staphylococcus xylosus, S. carnosus, S. saprophyticus y S.
equorum. Entre ellas, S. xylosus y S. carnosus demostraron ser altamente competitivos
durante la fermentacién de embutidos sobreviviendo a condiciones de estrés tales
como elevadas concentraciones de NaCl y bajas temperaturas. Se conoce también
que los Staphylococcus contribuyen al sabor de productos cérnicos fermentados
mediante sus actividades lipolitica y proteolitica [30]. Entre los compuestos volatiles
producidos por S. xylosus y S. carnosus, los catabolitos generados por la degradacion
de aminoacidos y metil-cetonas producidas por la 3-oxidacién incompleta de cidos
grasos, son los mas relevantes [31].

En la Figura 3 se esquematizan las principales actividades de la microbiota lactica
y CGC durante la maduracion de embutidos fermentados carnicos.

Figura 3. Principales actividades de la microbiota lactica y CGC durante la
maduracion de embutidos fermentados carnicos.
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En la figura se muestran los cambios producidos por Bacterias Idcticas (BAL) y Cocos Gram positi-
vos Catalasa positivos (CGC) durante la fermentacion y maduracidn y su relacién con las caracte-
risticas que describen la calidad de embutidos fermentados.
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VII. CuLTIVOS INICIADORES PARA PRODUCTOS CARNICOS

Los cultivos iniciadores para productos carnicos fermentados pueden definirse
COMO preparaciones que contienen microorganismos activos o “dormant” (término
francés que refiere a microorganismos en estado vegetativo o inactivos temporal-
mente) que desarrollan una deseada actividad metabdlica en la carne[32]. Estos cul-
tivos son utilizados para mejorar la calidad y seguridad, asi como para estandarizar el
proceso de produccion de estos alimentos [33].

El primer cultivo carnico iniciador en Europa —un cultivo de Micrococcaceae puro
utilizado para el desarrollo de sabor y color-, comenzo a ser comercializado en 1961
por la compafia alemana Rudolph Muller. Unos afos después, los cultivos carnicos
iniciadores se desarrollaron como cultivos mixtos, compuestos por BAL y CGC. En
nuestro palis existen empresas proveedoras de cultivos iniciadores y/o bioprotectores
conteniendo diferentes combinaciones de estos microorganismos.

VII.A. PROPIEDADES DE LOS CULTIVOS INICIADORES

Las propiedades tecnoldgicas tradicionalmente esperadas de un cultivo iniciador
son:

» Competitividad. Es la capacidad para colonizar el ambiente y dominar la
microbiota nativa en las condiciones generadas durante la maduracion y
el secado.

o Produccién de &cido. El desarrollo de acidez es fundamental durante
el proceso, siendo imprescindible para la seqguridad y estabilidad del
producto([34]. La seleccion del cultivo iniciador en base a su capacidad
acidificante depende de las propiedades organolépticas requeridas o
deseadas.

 Produccion de catalasa. Tiene por objeto inactivar el peréxido de hidré-
geno formado por oxidacién de lactato producido por las BAL. Este com-
puesto oxidante altera las propiedades organolépticas de los embutidos
induciendo rancidez y decoloracion del producto final[35].

o Reduccién de nitratos. Los CGC presentes llevan a cabo la reduccion de
estas sales. Mediante estos microorganismos es posible reducir y optimi-
zar los niveles de nitrato agregados, cuya adicion es controvertida por la
probable formacion de nitrosaminas carcinogénicas. No obstante, los ni-
tritos y sus derivados actlan como antioxidantes y previenen la oxidacion
de lipidos y el desarrollo de olores rancios.
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Recientemente y en respuesta a las demandas de los consumidores, la seleccion
de cepas requiere de otras propiedades ademas de las tradicionales. Estos cultivos
gue cumplen con una o mas funciones especificas son denominados “cultivos fun-
cionales”ya que ofrecen un beneficio adicional ademas de la conduccién de la fer-
mentacion promoviendo la produccion de embutidos fermentados con acentuadas
caracteristicas organolépticas y nutricionales asi como mas saludables y seguros [36],
por ejemplo:

 Produccion de compuestos de aroma y sabor. Si bien el aroma y sabor de
los embutidos fermentados esté altamente influenciado por las materias
primas y las condiciones de manufactura, la eleccién de cepas producto-
ras de compuestos de aroma (compuestos volatiles) y sabor (como pép-
tidos y aminodcidos) conducira a productos con atributos organolépticos
mas acentuados y diferenciales.

 Produccion de compuestos antimicrobianos. Las cepas con actividad an-
tagonica capaces de inhibir patégenos y/o extender la vida de estante
con menores cambios en las propiedades organolépticas fueron defini-
das como “cultivos bioprotectores”[34]. En este sentido, cobran relevancia
las BAL con capacidad bacteriocinogénica. Las bacteriocinas se definen
como compuestos inhibitorios de naturaleza proteica, hidrofébicos, ca-
tionicos con actividad antibacteriana frente a bacterias filogenéticamen-
te relacionadas[37]. Debido a la naturaleza peptidica de las bacteriocinas
resultan seguras ya que son digeridas por las proteasas del tracto gastro-
intestinal y no producen defectos en el sabor [38]. Algunas de las cepas de
BAL aisladas de embutidos fermentados producen bacteriocinas activas
contra L. monocytogenes y S. aureus, entre otras [39].

VII.B. CuLTIVOS INICIADORES AUTOCTONOS

Diversos autores apoyan la hipdtesis de la falta de competitividad de cultivos ini-
ciadores comerciales producidos en el norte de Europa por su eventual incapacidad
de competir con la microbiota nativa de otras regiones del planeta, debido a las di-
ferentes condiciones ambientales y/o tecnologia de fermentacion aplicada. Ademas,
el uso de cultivos aldctonos tiende a generar productos con gran homogeneidad, lo
que pone en riesgo las caracteristicas propias de los productos tradicionales de una
determinada region o con una determinada tecnologia [22].

Sin embargo, las practicas tradicionales, sin el uso de cultivos iniciadores, con-
ducen a una gran variabilidad en la calidad de los productos y las esporéadicas defi-
ciencias higiénicas ocasionan pérdidas econdmicas que pueden minar la confianza
de los consumidores por los productos artesanales. Por esta razon, el desarrollo de
cultivos iniciadores formulados con cepas seleccionadas a partir de comunidades
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microbianas naturalmente presentes en embutidos tradicionales, evitaria o limitaria
la variabilidad en la produccion. Mas adn, el desarrollo de cultivos “starters” (del inglés,
iniciadores) autdctonos podria diversificar el mercado generando productos tipicos y
distintivos de cada region con combinaciones de aroma y sabor especificos [22]. En
base a ello, la formulacién de un cultivo iniciador que promueva la calidad higiénicay
contribuya a mejorar las caracteristicas organolépticas de los productos tradicionales
constituye un gran desafio.

En este sentido, la vasta cantidad de embutidos fermentados tradicionales de di-
ferentes origenes constituye una importante reserva de biodiversidad que puede ser
explotada para disefiar cultivos con caracteristicas propias de cada tecnologia y/o
region. En efecto, existen recientes intentos como la formulacion de cultivos inicia-
dores autdctonos compuestos por P acidilactici /' S. vitulinus para la elaboracion de
embutidos fermentados ibéricos [40], asi como para embutidos regionales a base de
carne caprina de Santiago del Estero (Argentina) constituido por L. sakei y S. xylosus
[41]. Asimismo, en el presente capitulo se describirdn las propiedades y beneficios
de un starter constituido por cepas autdctonas aisladas de embutidos argentinos (L.
curvatus CRL705 vy S. vitulinus GV318) formulado y estudiado por nuestro grupo de
trabajo [42, 43, 44].

VII.B.1. LacToBAciLLus curvATus CRL705, UNA CEPA AUTOCTONA ARGENTINA

El aislamiento y caracterizacion de BAL provenientes de embutidos fermentados
artesanales argentinos vy la evaluacion de las propiedades tecnoldgicas y biopreser-
vantes in vitro y en sistemas carnicos modelos permitié la seleccion de L. curvatus
CRL705. La secuenciacion del genoma de este microorganismo demostro la presen-
cia de genes codificantes para cinco bacteriocinas [45]. Entre las sustancias inhibi-
torias fueron caracterizadas lactocina 705 (clase llb) activa frente a contaminantes
encontrados en carne (Brochothrix thermosphacta) y S. aureus, asi como lactocina
AL705 (clase lla) con efecto antilisteria [39].

Por otra parte, se evalud la capacidad de L. curvatus CRL705 para degradar pro-
teinas de la carne tanto en sistemas experimentales como en carne fresca envasada
bajo vacio [6, 46] asi como la influencia de los aditivos de curado en la produccién
de bacteriocinas y en la actividad proteolitica de L. curvatus CRL705 [47, 48]. El efecto
de las sales de curado, en particular nitrito mostré una reduccion del efecto antimi-
crobiano frente a Listeria. Sin embargo, se determind un marcado incremento en la
producciéon de péptidos y aminoacidos relacionados al sabor, sugiriendo que estos
metabolitos influirfan en la calidad del producto final. El conjunto de los conocimien-
tos adquiridos sobre L. curvatus CRL705 impulsd el desarrollo de un cultivo iniciador
autéctono y el andlisis de su accidon en aspectos tecnoldgicos (calidad global de em-
butidos fermentados regionales producidos con el cultivo iniciador) y fundamentales
en la protedlisis carnica, que seran discutidos en este capitulo.
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VIIl. CARNES FERMENTADAS EN AMERICA LATINA

La carne de cerdo y la bovina son las que se utilizan mas cominmente en la fa-
bricacion de los embutidos fermentados. Sin embargo, en algunos paises del Cono
Sur también se utilizan otras especies como carne de cordero o cabra. Por ejemplo,
en el nordeste de Brasil la produccion de carne de cabra representa una economia
importante. Los mejores cortes son vendidos a altos precios, mientras que lo restante
con menor valor comercial se destina a la produccién de embutidos fermentados [49,
50]. De manera similar, en el Centro y Norte de Argentina esta actividad se desarrolla
por pequenos productores locales [41]. Por otra parte, en las altas cumbres andinas
de Argentina, Chile y Bolivia el consumo y producciéon de carne de llama y guanaco
ha sido una actividad habitual. Debido a la buena calidad nutricional de esta carne,
actualmente su consumo trasciende los limites regionales [51, 52]. En este sentido la
produccion de embutidos fermentados con carne de llama esté en expansion contri-
buyendo al desarrollo de estas economias regionales [26].

En cuanto al tipo de productos carnicos producidos, en América del Sur y Central
se aplican mayormente las clasificaciones europeas con pequefas diferencias entre
paises. Por ejemplo en Argentina se producen mas de 50 tipos de productos carni-
cos procesados y se agrupan en dos categorias principales: chacinados (elaborados
con carne picada) y salazones (con piezas enteras saladas) (Cdmara Argentina de la
Industria del Chacinado y Afines, CAICHA, http://www.caicha.org.ar).

IX. SITUACION DEL SECTOR PRODUCTOR DE EMBUTIDOS EN ARGENTINA

La mayor parte de la produccién ganadera nacional se ubica geograficamente en
la region Pampeana [53]. En coincidencia con este hecho, el sector industrial de cha-
cinados cuenta con aproximadamente 340 fabricas habilitadas, radicadas con una
alta concentracion en la zona centro del pafs incluyendo las provincias de Buenos
Aires, Santa Fe y Cérdoba (90,5%), la zona del Nordeste (2,1%), Noroeste (1,22%),
Oeste (3,55%) y Sur (2,66%) de acuerdo a los registros de RUCA (Registro Unico de
operadores de la Cadena Agroalimentaria). Un 95% del universo industrial responde
a la categoria de PyME mientras que el resto lo constituyen grandes industrias. Una
caracteristica del sector reside en que las empresas son elaboradoras multiproducto.
La industria chacinera argentina, por la calidad de los insumos que utiliza (carnes
porcinas y vacunas) y por la calidad de los productos que con ellos elabora, podria
competir en el mercado internacional ya que la capacidad productiva instalada se
encuentra en condiciones para realizar exportaciones. No obstante, diversos factores,
como por ejemplo la elevada variabilidad en la calidad de los productos obtenidos,
en particular de embutidos fermentados conspiran con esta posibilidad. En la actua-
lidad el 95% de la produccion de chacinados se destina al consumo interno. A partir
del afno 2016 se incrementaron las importaciones procedentes de la Unién Europea
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(EU), principalmente de Espafa e Italia de Jamon Crudo y menor medida de salames
(CAICHA, segun [54]).

X. TENDENCIAS DE CONSUMO DE EMBUTIDOS FERMENTADOS

Recientemente ha surgido un renovado interés de los consumidores por alimen-
tos manufacturados con materias primas tradicionales, usando arraigados métodos
de produccion en ambientes no industriales, caracterizados por producciones en pe-
quena escala y con un limitado grado de mecanizacién [1, 55]. La estandarizacion
y homogenizacion en la produccion de alimentos es percibida, actualmente, como
un “aburrimiento organoléptico” que ademas es responsable de la pérdida gradual
de la identidad cultural de los pueblos. Por el contrario, los alimentos tradicionales o
artesanales son considerados como “productos auténticos’, ligados a la historia y/o
cultura del territorio y con un menor impacto sobre el medioambiente [56]. En la
Unién Europea (UE), la produccién y consumo de productos tipicos recibié un fuerte
impulso con nuevas reglamentaciones tendientes a revitalizar la diversificacion de Ia
produccién agropecuaria. Entre los productos tipicos, los curados y en particular los
embutidos fermentados mostraron en la Ultima década una tendencia positiva de
consumo exhibiendo una mayor disposicion de los consumidores a pagar precios
mas elevados por este tipo de productos.

La Indicacién Geografica Protegida (IGP) y Denominacion de Origen (DOP) son
reconocimientos que constituyen herramientas de creacion de valor, a través de los
que se logra proteger la calidad del producto y brindar a los consumidores mayor
y mejor informacion sobre los métodos de produccion y el origen del producto.
En Argentina, el Régimen Legal de las Indicaciones Geograficas y Denominaciones
de Origen de Productos Agricolas y Alimentarios esta constituido por Ley. A su vez
la Secretaria de Agregado de Valor, es el organismo del Estado Nacional donde se
tramitan las solicitudes de reconocimiento y registro de estas herramientas de dife-
renciacion para aquellos productos que presentan cualidades diferenciales debidas
al lugar de produccion o elaboraciéon (Alimentos Argentinos Nro 69, Ministerio de
Agroindustria, Presidencia de la Nacion, 2016). Estos reconocimientos resguardan
las particularidades de los alimentos tradicionales/artesanales, siendo esenciales
para la promocion del desarrollo regional. Un producto que lleve el logotipo IGP ha
demostrado una cualidad, reputacion u otra caracteristica determinada que puede
esencialmente atribuirse a su origen geogréfico. Al menos una de sus fases de pro-
duccion, transformacion o elaboracion debe haber ocurrido en la zona geogréfica
definida. Mientras que la DOP certifica que el producto es originario de un lugar
determinado y su calidad o caracteristicas se deben no solo al medio geogréfico
particular sino a todos aquellos factores naturales y humanos inherentes a él. Este
producto debe ser elaborado en la zona geogréfica definida en todas sus fases de
produccion.
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Argentina, como consecuencia del impacto de las tradiciones italianas y espanolas
asi como la calidad y disponibilidad de carne, ha sido el pais con mayor tradicion en
embutidos fermentados de Latinoamérica. En este sentido, se elaboran diversos tipos
de embutidos fermentados empleando carne vacuna y/o carne de cerdo, entre ellos
el Salame de Milan que se produce en diferentes regiones de nuestro pais [28]. Sin
embargo, existen otros productos, artesanalmente manufacturados en determinadas
regiones como los salames “Tandilero”y de “Colonia Caroya”. El primero, producido en
la region Este de la provincia de Buenos Aires, ha logrado ser reconocido como DOP
en el afo 2008 por el Ministerio de Agricultura de la Nacion. Estos productos cumplen
con estrictos procedimientos y sus particulares caracteristicas surgen de la combina-
cion de los recursos naturales y culturales, transmitidos durante generaciones en la
region. Es un sistema socio-productivo integrado localmente, que asocia productores
de materias primas, elaboradores de salames y el sector comercial con capacidad de
elaborar aproximadamente 1.500 toneladas/afo de salames. Por otra parte, los sala-
mes de “Colonia Caroya”en el centro de la provincia de Cérdoba, con una producciéon
de mas de 600 toneladas/ano, son productos artesanales naturalmente fermentados,
promovidos inicialmente por inmigrantes friulanos constituyendo su manufactura
la principal actividad en esta pequefa ciudad. Este producto fue el primer alimento
argentino en obtener una IGP (marzo de 2014). Los productos curados de estas dos
regiones se caracterizan por la presencia de mezcla de carne vacuna y porcina y una
variada microbiota espontanea en su superficie [57, 58]. Con la expansion del sector
del mercado relacionado a los productos artesanales y/o tradicionales, existe una cre-
ciente preocupacion por el estudio de la calidad organoléptica asi como los factores
que influencian su eleccion y/o preferencias, conocimiento esencial para orientar las
estrategias de marketing y las decisiones de politica comercial.

XI. PARAMETROS FISICOQUIMICOS, MICROBIOLOGICOS Y ORGANOLEPTICOS
COMO DESCRIPTORES DE CALIDAD EN EMBUTIDOS FERMENTADOS ARGENTINOS

El objetivo de este estudio fue definir la calidad de embutidos fermentados co-
merciales (caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas) y establecer su acepta-
bilidad para posteriormente determinar las variables que determinan la opinion de
los consumidores. Esto permitiria establecer estdndares de calidad para embutidos
regionales y guias para el procesamiento de los mismos, constituyendo a la vez, las
bases para la evaluacion de los embutidos fermentados con el starter seleccionado
en nuestro estudio.

Los embutidos fermentados mas comunmente producidos en Argentina corres-
ponden a los tipos salame y fuet. Aunque las tecnologias de manufactura conservan
las tradiciones espafolas e italianas, las variaciones debidas a materias primas, condi-
ciones ambientales y diferentes metodologfas de procesamiento otorgan caracterfs-
ticas distintivas a estos productos que los diferencian de los europeos.
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Con el objeto de diferenciar los embutidos en base a sus caracteristicas organo-
|épticas, dentro del analisis organoléptico se utilizaron tests de aceptacion y/o pre-
ferencia por parte de los consumidores. En el trabajo realizado, se aplicaron técnicas
instrumentales y analisis organoléptico con consumidores para establecer los estan-
dares de calidad.

En la Tabla 1 se describen las caracteristicas declaradas en el etiquetado y origen
de los 10 productos fermentados analizados. Se establecieron los factores instrumen-
tales y pardmetros organolépticos que afectan la aceptacion de embutidos comer-
ciales argentinos por parte de una franja de consumidores de Tucuman. En cuanto
a las caracteristicas organolépticas, los atributos sabor, textura y aceptacion global
resultaron ser los pardmetros mas relevantes que determinaron el orden de prefe-
rencia de los embutidos fermentados, los que se agruparon como Aceptados (A),
Moderadamente Aceptados (MA) y No Aceptados (NA) (Figura 4). Por otra parte, los
andlisis estadisticos multivariados permitieron definir embutidos con diferente grado
de aceptacion mediante un numero limitado de variables fisicoquimicas y microbio-
|6gicas como ser: a,, luminosidad, contenido de proteinas totales y recuentos micro-
bianos, especificamente de hongos y BAL [59]. En base a los resultados obtenidos
se concluye que la preferencia exhibida por los consumidores estuvo asociada con
productos de buena calidad higiénica, secos o semisecos (a,, > 0.78), alta luminosi-
dad (color rojo brillante), presencia de microbiota lactica y hongos en la superficie
(emplumado). Estos pardametros instrumentales podrian aplicarse como estandares
de calidad para embutidos fermentados secos argentinos, siendo estos lineamientos
de gran importancia ya que hasta el momento no se han establecido paréametros de
este tipo para productos elaborados en nuestro pais.

Tabla 1. Informacion extraida del rotulo de los embutidos fermentados
comerciales (EC) evaluados

EC1 EQ EG EC4 EC5 EC6 EC7 EC8 EC9 EC10
lezllaatin sl Santa fe Bgenos (ordoba  Tucumdn  Santa Fe Bgenos Santafe  Santafe  SantaFe  Santafe
planta Aires Aires
Tipo de embutido Picadofino Fuet ey il by Fuet Picadofino Picado fino ey il

qrueso qrueso qrueso qrueso qrueso
Sodio (%) 1,69 1,48 NI 0,45 1,42 1,65 1,45 1,57 1,45 1,69
Grasas totales (%) 36 375 NI 275 275 40 325 325 275 36
Grasas Saturadas (%) 13 13,75 NI 12,25 10 18,25 15 14,25 10,5 13
Proteina (%) 19 24,75 NI 155 20,25 25 18 17 19,25 19

EC, significa embutidos comerciales; N, significa no informado en la etiqueta.
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Figura 4. Andlisis de conglomerados (AC) basado en el analisis sensorial de
embutidos comerciales argentinos.
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Se muestran los agrupamientos de variables (izquierda) y de EC (arriba). Los valores promedio de
los atributos sensoriales para cada muestra se representan con un cédigo de color desde blanco
(alto nivel de aceptacion) a negro (bajo nivel de aceptacion).

XII. EVOLUCION DE LA PROTEOLISIS DURANTE LA FERMENTACION Y
MADURACION DE EMBUTIDOS FERMENTADOS ARGENTINOS

A fin de complementar la caracterizaciéon de los embutidos comerciales, y con-
siderando la importancia de los compuestos relacionados con el sabor y aroma en
las caracteristicas finales de los embutidos fermentados se analizd la degradacion
de proteinas [60]. De manera similar a los resultados obtenidos en sistemas mode-
los ensayados in vitro, en los productos comerciales la fraccion sarcoplasmica de la
matriz carnica (constituida por protefnas solubles como mioglobina y enzimas) fue
mas susceptible a la degradacion que la fraccion miofibrilar (proteinas menos solu-
bles como actina y miosina). Los resultados mostraron un aumento de péptidos y
aminodcidos que contribuyen directa o indirectamente en el desarrollo del aroma
y sabor del producto final, en coincidencia con lo descripto por Fadda y colabo-
radores [6]. Mediante técnicas de separacién como la electroforesis (SDS-PAGE),
se observaron perfiles de degradacién distintivos entre los productos diferentes
como por ejemplo entre salames y fuets. Ademas, cuando se analizé la protedlisis
secundaria, es decir la degradacion de péptidos grandes y medianos para generar
péptidos pequefos y amino &cidos libres, se encontraron diferencias sustancia-
les entre los productos analizados en especial en los perfiles aminoacidicos. Los
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péptidos pequenos generados fueron separados por HPLC (del inglés, cromatogra-
fia liquida de alto rendimiento) e identificados mediante espectrometria de masa.
Se observd mayor cantidad de péptidos pequefos en los embutidos fermentados
respecto a la carne sin fermentar, siendo posible distinguir el aporte de la micro-
biota presente. Estos resultados significan una contribucién inédita a los cambios
ocurridos durante la fermentacion de estos alimentos. La peptidomica (disciplina
que permite la caracterizacion de la totalidad de péptidos presentes en un sistema
0 matriz analizada) enfocada a péptidos pequefios (menores a 3 kDa) permitio di-
ferenciar la carne fermentada de la no fermentada, aunque no se pudo establecer
biomarcadores especificos relacionados a calidad o a marcas comerciales. Esto con-
firma que el bouquet caracteristico de un embutido fermentado es un descriptor
muy complejo que involucra numerosas variables dificiles de definir desde un solo
enfoque [60].

La caracterizacion de los perfiles proteoliticos, peptidicos y aminoacidicos de em-
butidos comerciales podria ser una herramienta Util para el control de la homogenei-
dad de la produccion y el sostén de los rasgos propios de estos productos.

XIl. CONTRIBUCION DE UN CULTIVO INICIADOR AUTOCTONO A LA
PROTEOLISIS CARNICA, ESTUDIOS IN VITRO

A continuacion, se evalud la contribucion en la protedlisis de un cultivo iniciador
autéctono, seleccionado por nuestro grupo en base a sus caracteristicas tecnoldgi-
cas, bioprotectoras y de compatibilidad [42]. Este cultivo mixto esta constituido por L.
curvatus CRL705 y S. vitulinus GV318, cepas aisladas de embutidos fermentados arte-
sanales de Argentina [61]. Se utilizé un embutido modelo (EM) formulado con carne
picada y aditivos de curado el que fue luego inoculado con el cultivo autéctono mixto
0 con cada microorganismo puro. Como control se utilizd el EM sin inéculo micro-
biano, suplementado con antibidticos para evaluar la protedlisis debida solamente a
las enzimas cérnicas. Estos ensayos permitieron describir e identificar los productos
de la protedlisis carnica y discriminar la contribucion del cultivo autéctono median-
te técnicas tradicionales (microbioldgicas y fisico quimicas) pero fundamentalmente
mediante nuevas tecnologias como la protedmicay la peptidémica (Figura 5). [43, 44].
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Figura 5. Estudios protedmicos y peptiddomicos aplicados a la evaluacion del
rol de L. curvatus CRL705 y S. vitulinus GV318 en la protedlisis de un embutido
fermentado modelo.
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EL CULTIVO MIXTO CONTRIBUYE EN MAYOR MEDIDA A LA DEGRADACION DE PROTEINAS CARNICAS

Entre los resultados mas relevantes se puede mencionar que L. curvatus CRL705 y
S.vitulinus GV318, inoculados individualmente asi como en el cultivo mixto, exhibieron
buen crecimiento y buena adaptacion al embutido modelo durante todo el periodo
evaluado (15 difas). Asimismo, el adecuado descenso del pH (pH final entre 5,1 y 4,66)
similar a lo obtenido en embutidos comerciales garantizara la calidad higiénica del pro-
ducto final elaborado con este cultivo autdéctono. También se analizod el contenido de
aminoacidos libres y se observé un claro incremento en todos los lotes a los 10 dias.
En el EM-control se produjo una importante liberacion de aminoacidos como conse-
cuencia de la accién de las enzimas de la carne sobre las proteinas mientras que el EM
inoculado con L. curvatus, mostré un aumento neto similar al control. En este mode-
lo, la protedlisis enddgena seria estimulada por la acidificacion llevada a cabo por L.
curvatus CRL705 produciendo aumento de aminoacidos libres [6]. Esta cepa utilizaria
para su crecimiento, simultdneamente, los azlcares presentes y los aminoacidos. El ba-
lance entre consumo y liberacion de aminoécidos explicaria que el contenido final de
aminoacidos sea similar al del modelo sin inocular. En el EM inoculado con el cultivo
mixto se obtuvo menor contenido de aminodacidos libres respecto a los demas lotes.
En este caso, el crecimiento S. vitulinus GV318 produciria mayor consumo y/o metabo-
lizacion de aminoacidos respecto a su liberacién, por lo tanto una reduccion neta en
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el contenido de los mismos [15]. Esto también sugiere que los aminoacidos liberados
por S. vitulinus pueden haberse metabolizado produciendo compuestos aromaticos,
poniendo de relieve la conocida habilidad de los CGC para producir compuestos de
aroma derivados de aminoéacidos ramificados y aromaéticos. En la Figura 6 se puede ob-
servar el contenido de aminoacidos agrupados por sabores amargo (arginina, tirosing,
treoning, fenilalanina y leucina), dulce (glicina y alanina) y umami (que es, en realidad,
mas que un sabor, una sensacion) (glutamato) para cada lote estudiado.

Figura 6. Concentraciones de aminodcidos libres en los diferentes Embutidos
Modelo durante 10 dias de fermentacién/maduracion.

Il Amargos
Dulces
Umami

Conc. de aminoacidos (mg/100g)

EM - cultivo mixto M - control EM - Lc EM - cultivo mixto
3 dias 3 dias 10 dias 10 dias

Cuando se evalud, mediante electroforesis bidimensional, la degradacion de pro-
tefnas miofibrilares (que son las mayoritarias en la carne), se observd degradacion de
algunas en el lote control, confirmando la actividad de las proteasas musculares en
el primer paso de la protedlisis (protedlisis primaria). Sin embargo este fendmeno se
vio incrementado en presencia de L. curtvatus CRL705 y mas aun con el cultivo au-
toéctono completo (L. curvatus + S. vitulinus), registrandose degradacion de proteinas
adicionales como la tropomisosina. En la Tabla 2 se esquematiza el aporte de cada
sistema enzimatico en la degradacién de las principales proteinas hidrolizadas.

Tabla 2. Degradacién de proteinas miofibrilares carnicas durante la fermentacién y
maduracién en el embutido modelo.
Actividad endégena Aporte de BAL Aporte CGC+BAL

e EM-control EM-Lc EM-Mixto
Actina + R -
MLC + i -
MHC + eas o
MRLC + i -
Tropomiosina - B A

(+) hidrolizada; (++) moderadamente hidrolizada; (-) no hidrolizada. MLC: cadena ligera de la
miosina. MHC: cadena pesada de la miosina. MRLC: proteina regulatoria de la cadena ligera de
la miosina.
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Por otra parte, se obtuvieron resultados muy interesantes al analizar el peptidoma
menor a 3 kDa. La mayoria de los péptidos identificados fueron especificos para cada
modelo es decir que el perfil obtenido fue Unico para cada lote que seguin su compo-
sicion podia contener: i) solo enzimas musculares (EM-control), i) enzimas musculares
mas las microbianas de la cepa lactica (EM - Lc) o/iii) todos los sistemas enzimaticos en
el cultivo mixto (EM-mixto) (Figura 7). Las proteinas sarcoplasmicas dieron origen a la
mayoria de péptidos pequefos (87%) mientras que las miofibrilares originaron solo
un 13% de estos péptidos. Estos datos ratifican que las proteinas sarcoplasmicas son
mas susceptibles a la degradacion por accion microbiana [6]. Ademas, la cantidad de
péptidos generados fue dependiente del pH, del tiempo de fermentacion y de los
sistemas proteoliticos presentes en cada modelo, demostrando la real contribucion
del cultivo iniciador a la diversidad peptidica (Tabla 3). Estos resultados corroboran y
expanden el conocimiento sobre el aporte microbiano a la protedlisis secundaria, y a
la produccion de péptidos relacionados al aroma y sabor de los productos carnicos.

Figura 7. Cantidad de péptidos de bajo peso molecular identificados en los
embutidos modelo.

EM - control to gias EM - LC t10 gias

Y

EM - cultivo mixto to s

Diagrama de Venn con el nimero de péptidos identificados en EM- control t10 dias (azul), EM-Lc
t10dias (amarillo) y EM-cultivo mixto t10 dias (rojo). En las intersecciones se muestra el niimero de
péptidos compartidos.

Tabla 3. Cantidad de péptidos pequenos producidos durante la fermentacion del
Embutido Modelo durante 10 dias a 25°C en funcion del tiempo, pH y presencia
de los diferentes sistemas proteoliticos y del cultivo iniciador autéctono.

Modelo Tiempo pH Ne de péptidos  Actividad proteolitica
EM 0 55 32 Muscular
EM-control 10 dfas 57 47 Muscular
EM-Lc 10 dfas 4,65 61 Muscular + BAL
EM-cultivo mixto 10 dfas 4,65 65 Muscular + BAL + CGC
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XIV. RoL DEL CULTIVO INICIADOR AUTOCTONO EN LA CALIDAD DE
EMBUTIDOS FERMENTADOS ELABORADOS EN PLANTA PILOTO

Se examinaron tanto los embutidos obtenidos por fermentacion espontanea (SI,
sin cultivo iniciador) como aquellos inoculados con el cultivo iniciador autdctono (Cl).
Se analizd y cuantifico la microbiota tecnoldgica (BAL y CGC), la microbiota acompa-
Aante (mesdfilos totales, coliformes y patdgenos como S. aureus). También, se evalua-
ron parametros fisicoquimicos como pH, a,, proteina, humedad, contenido peptidico
y amino &cidos libres. Y finalmente, se llevo a cabo el andlisis organoléptico de los
productos obtenidos.

Los resultados evidenciaron que el cultivo autéctono contribuyo a la seguridad
de los embutidos limitando el crecimiento de patdgenos, como E. coli presuntivas
(Tabla 4). Este hecho estaria relacionado con la acidez desarrollada por L. curvatus
CRL705 que controlaria el crecimiento de estos microorganismos contaminantes.
También se observé un periodo de maduracion mas corto en los embutidos con el
(l, estabilizando los valores de a,, y pH a los 10 dias de procesamiento e impactando
positivamente en las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del producto
fermentado obtenido. Estas caracteristicas se relacionan con la buena aceptacién de
los consumidores segun los resultados del andlisis organoléptico. Ademas, se anali-
76 la calidad global de estos embutidos fermentados en planta piloto (EPP) en fun-
cion de los estandares de calidad determinados para los productos comerciales (EC)
analizados anteriormente (analisis discriminante estandar, SDA). En base a la posibi-
lidad del SDA de clasificar nuevas muestras entre los grupos preestablecidos (A, MA,
NA), los datos obtenidos para EPP con vy sin el cultivo iniciador, fueron introducidos
a efectos de inferir la aceptacién de los consumidores en base a sus caracteristicas
fisicoquimicas y microbioldgicas. De acuerdo a los resultados de este analisis todas
las observaciones realizadas para los EPP del lote Cl se agruparon con los Embutidos
Comerciales Aceptados (A). En cambio, en los EPP del lote SI, solo algunas determina-
ciones se clasificaron dentro del Grupo A mientras que las restantes lo hicieron den-
tro del Grupo NA. Esto sugiere que el cultivo iniciador autéctono formulado mejora
algunas variables fisicoquimicas y microbioldgicas claves para la aceptacion de estos
productos por parte de los consumidores [42].

En base a los resultados obtenidos se propone que este cultivo iniciador autécto-
no posee gran potencial tecnolégicoy su uso por parte de los productores regionales
resultaria en productos seguros microbiolégicamente, una produccién homogénea
evitando pérdidas econdmicas, tiempo de maduracion mas cortos y productos adap-
tados a la preferencia y demanda de los consumidores.
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Tabla 4. Recuento de células viables en embutidos fermentados elaborados con y
sin cultivo iniciador autdctono en planta piloto.

Grupos microbianos cl =
to t to T

Aerobios mesdfilos totales 7,08 +0,14 8,68 +0,082 6,58 +0,16° 841 40,312
Enterococcus 2,24 +0,282 3,96 +0,022 2,77 0,542 3,68 +0,242
Levaduras 3,47 £0,03b 5,51 £0,022 2,74 £0,052 5,83 40,080
Hongos ND 4,17 +0,07 ND 3,12 +0,19
E. coli 3,67 0,102 0,00 +0,00° 3,61 +0,262 1,24 +1,432
S.aureus ND ND ND ND

Los valores se expresan como log UFC/g. Tiempo inicial (t0) y final (tf). SI: lote sin cultivo iniciador;
Cl: lote con cultivo iniciador. E. coli: E. coli presuntivas. Las letras en superindice indican las dife-
rencias significativas entre lotes para un mismo tiempo evaluados mediante el test de Student
(p<0,05). ND: no detectado en 10g de muestra.

XV. CONCLUSIONES

En este capitulo se abarcd de manera amplia diferentes aspectos relacionados a
los embutidos fermentados para introducir al lector en la temética general. Por otro
lado, describimos como se aborda desde la ciencia el estudio de las bacterias lacticas
relacionadas a la calidad de estos alimentos. A continuacion, se destacan las conclu-
siones mas importantes emanadas de este trabajo:

« Se establecieron variables fisicoquimicas (a,, luminosidad, proteinas tota-
les) y microbioldgicas (hongos, enterococos y LAB) que agruparon a los
embutidos fermentados comerciales de mayor aceptacion. Estos estanda-
res adquieren relevancia para la evaluacion de los embutidos elaborados
en planta piloto y de aquellos artesanales o industriales destinados al pu-
blico local.

o El cultivo autdctono seleccionado impactd positivamente en la calidad
higiénica y organoléptica de los embutidos elaborados en planta piloto.
Por lo tanto, su aplicacion en producciones locales permitiria garantizar
la fermentacion evitando pérdidas econdmicas, reduciendo el tiempo de
retorno econémico vy a la vez otorgaria caracteristicas Unicas al producto
final, generando un producto fermentado mejorado, tipico de la region.

« Las BAL contribuyeron en la protedlisis primaria a través de la produccion
de acido lactico, mientras que el rol mas importante, se asocia a la proted-
lisis secundaria, produciendo péptidos pequenos relacionados al aroma 'y
sabor. Estos metabolitos fueron exclusivos para cada sistema y asociados
a cada uno de los microorganismos presentes.
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 Tecnologias de vanguardia como la peptidémica y la protedmica permi-
tieron identificar las protefnas degradadas y caracterizar molecularmente
los péptidos generados durante la fermentacion.

o La caracterizacion del peptidoma es la base para identificar péptidos cla-
ves en los productos fermentados que podrian usarse como marcadores
de calidad y/o de procesamiento de los mismos.
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RESUMEN

Los cereales son la fuente de energia dietética mas importante en
todo el mundo; el trigo, el arroz y el maiz actualmente proporcionan
aproximadamente la mitad de la fuente de energfa alimentaria de la
humanidad. Por otro lado, el aumento de pacientes celiacos en todo
el mundo ha motivado el desarrollo de alimentos sin gluten utilizando
tipos de harina alternativas al trigo, como arroz, maiz, y pseudocerea-
les (amaranto, quinoa y trigo sarraceno). La importancia de explotar los
cereales y pseudocereales para la elaboracion de alimentos saludables
y nutritivos ha estimulado a los productores de alimentos a desarrollar
diferentes estrategias adecuadas para su procesamiento. La fermenta-
cién con bacterias lacticas (BAL) es uno de los métodos mas antiguos,
sencillo y econdémico para producir, conservar, mejorar propiedades
sensoriales, calidad nutricional y funcional de alimentos en general. Esta
revisién proporciona una vision general sobre la fermentacion de cerea-
les y pseudocereales por BAL destacando la capacidad de estas bacte-
rias para interactuar con los componentes de estos granos durante la
elaboracién de panificados y pastas.

Alimentos fermentados tradicionales preparados a partir de cerea-
les como el maiz, arroz, mijo o el sorgo, son comunes en Africa. Estos
alimentos tienen un gran impacto en la nutricion, la salud y la econo-
mia social de los pueblos del continente, a menudo plagados de sequia,
hambre y enfermedades. El maiz es econémicamente uno de los culti-
vos Mas importantes en Latinoamérica y tiene un papel importante en
la identidad cultural y social de los pueblos. En este capitulo se descri-
biran algunos alimentos y bebidas fermentadas indigenas tradicionales
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de Africa y Latinoamérica, y se detallaran los modos de preparacion y la
microbiota dominante de la fermentacion.

Los numerosos efectos beneficiosos de la fermentacion lactica de
los cereales y pseudocereales pueden explotarse para disefiar alimen-
tos o ingredientes de granos novedosos y mas saludables. El suministro
de nuevos productos bio-enriquecidos obtenidos por fermentacién de
estos cultivos representarfa un avance significativo para asegurar una
adecuada nutricién a la poblacion en general y especialmente a una
franja importante de individuos con necesidades diferentes.
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l. INTRODUCCION

Los cereales y los alimentos a base de cereales tienen gran importancia en el pro-
greso de la humanidad a nivel mundial debido a su impacto en la agricultura, econo-
mia y nutricion. Las dietas en todo el mundo se basan en mas de 20 cultivos con una
proporcion dominante de los “tres grandes” cereales: trigo (Triticum aestivum), maiz
(Zea mays) y arroz (Oryza sativa), que contribuyen aproximadamente al 60% del total
de laingesta caldrica [1]. Sin embargo, estos cultivos pueden no ser intrinsecamente
las especies mas adecuadas para enfrentar los fendmenos meteoroldgicos extremos
que se presentan en los Ultimos tiempos debido al cambio climatico. Debido a este
problema, se espera que la produccién mundial de granos per capita disminuya al
menos un 14% entre 2008 y 2030 [2]. El suministro de alimentos debe duplicarse para
2050 para contrarrestar los efectos del cambio climéatico y la presion demogréfica
sobre sistemas de alimentos mundial. La FAO insta a ampliar la respuesta al cambio
climéatico en la agricultura, principalmente en la diversificacion de cultivos més re-
sistentes para garantizar la seguridad alimentaria y apoyar el desarrollo rural en un
contexto de cambio climatico. La necesidad de diversificar los granos para consumo
humano y las demandas del consumidor de productos sin gluten y mas nutritivos
causaron el resurgimiento y la valoracion de cultivos ancestrales andinos, los pseu-
docereales (quinoa, amaranto y trigo sarraceno) a través del mundo durante las Ul-
timas décadas. Ademas, el nuevo desafio para las industrias alimentarias y las areas
cientificas como la quimica, la biologfa, la medicina, la farmacologia y la tecnologia
alimentaria es obtener alimentos con un mayor valor nutricional que también po-
sean caracteristicas funcionales, propiedades que van mas alla de satisfacer requisitos
nutricionales, sino que tengan ademas un impacto positivo en la salud.

La importancia de explotar y transformar estos granos en alimentos saludables
y nutritivos, nos obliga a repensar y desarrollar estrategias adecuadas para su pro-
cesamiento. La fermentacion es uno de los métodos mas antiguos de produccion
y conservacion de alimentos [3]. Los alimentos y bebidas fermentados se definen
como aquellos que han sido sometidos a la accion de microorganismos y de sus
enzimas, particularmente amilasas, proteasas v lipasas que causan la transformacion
bioquimica de polisacéridos, proteinas y lipidos en productos deseables con sabores,
aromas y texturas atractivos para el consumidor [4, 5]. Las bacterias lacticas (BAL) son
un grupo de microorganismos heterogéneo de caracter GRAS (siglas en inglés para
"Generalmente Reconocido Como Seguro”) que tradicionalmente se ha asociado con
la fermentacion de alimentos [6]. Las BAL generalmente estan relacionados con ha-
bitats ricos en nutrientes, por ejemplo, diferentes alimentos (leche, bebidas, verduras,
carne, cereales); sin embargo, algunas BAL también son miembros de la microbiota
normal del intestino, la boca vy la vagina de mamiferos [7, 8]. Los cereales y pseudo-
cereales son, en general, un buen medio para fermentaciones microbianas [9]. Son
ricos en polisacéridos, que pueden usarse como fuente de carbono y energfa por los
microorganismos durante la fermentacion. Ademas, también contienen minerales,
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vitaminas, esteroles y otros factores de crecimiento [10]. Durante varios miles de afos,
el pan ha sido uno de los principales componentes de la dieta humana, por lo cual
la coccion y horneado del producto a base de levadura y masa acida (en inglés, sou-
rdough) es uno de los procesos biotecnolégicos mas antiguos. Durante la fermen-
tacion de la masa, los productos metabdlicos de las BAL mejoran las propiedades
organolépticas del pan, asi como su vida Util, valor nutricional [11, 12] y funcional [13,
14,15].

Asimismo, los alimentos y bebidas fermentados indigenas representan un valioso
patrimonio cultural en Africa y Latinoamérica. Muchos de estos alimentos y bebidas
autoctonos basados en cereales son fermentados espontdneamente y algunos de
ellos combinan cereales con legumbres, mejorando asi la calidad proteica general
del producto fermentado [16].

Los numerosos efectos beneficiosos de la fermentacion lactica de cereales y pseu-
docereales pueden explotarse para disehar alimentos novedosos y/o ingredientes de
granos destinados a la salud humana vy, lo que es mas interesante, dirigidos a pobla-
ciones con necesidades especificas.

1. CEREALES

El 73% del area total cosechada mundial corresponde a cultivos de cereales y
contribuye a mas del 60% de la produccion mundial de alimentos, proporcionando
proteinas, minerales, fibra dietética y vitaminas necesarias para la salud humana [17].
Entre las especies de cereales se destacan: trigo, avena, arroz, centeno, cebada, sorgo,
mijo y maiz. Su cultivo se remonta a 7000 a.C. para trigo y cebada; 4500 a.C. para arroz
y maiz; 4000 a.C. para mijo y sorgo; 400 a.C. para centenoy 100 a.C. para avena. En los
paises desarrollados, hasta el 70% de la cosecha de cereales se usa como alimento
para animales, mientras que en los paises en desarrollo se utiliza principalmente para
la nutricion humana [18]. Los cereales aportan alrededor del 50% de la ingesta diaria
promedio de energia en la mayoria de las poblaciones, y el 70% en algunos paises
en desarrollo, convirtiéndolos en una de las fuentes de energia mas importantes del
mundo [19]. Nutricionalmente, los cereales son una fuente importante de proteinas
dietéticas, carbohidratos, grasasy fibra (macronutrientes). También suministran mine-
rales importantes (hierro), vitaminas (complejo E y B) y otros micronutrientes, esen-
ciales para una salud éptima. En nimeros, para ser mas precisos, el trigo contiene: 58
al 72 % de almidon, 8 a 14% de proteinas, 2 a 5 % de lipidos, 1% sales minerales y entre
2y 5 % de fibras (ver Figura 1).
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Figura 1. Composicion quimica aproximada (% materia seca) de la quinoa, maiz,
arroz y trigo.

Harina de quinua [133] Harina de maiz [134]
Fibras 3%
Fibras 8% Cenizas 3% Lipidos 3% Cenizas 1%

Lipidos 6% Proteinas 9%

Proteinas 15%

Harina de arroz [135] Harina de trigo [136]

Fibras 4%
Lipidos 1%

Fibras 3%

Cenizas 2% Lipidos 2% Cenizas 1%

Proteinas 8% Proteinas 11,5%

Figura adaptada de [133-136]

Gran variedad de cereales son cultivados, pero a nivel mundial, el trigo, maiz y el
arroz son los cultivos mas importantes y representan mas del 50% de la produccion
mundial. A pesar de la gran cantidad producida, el trigo no es un cereal tipico en pai-
ses en desarrollo o emergentes, donde otros cultivos como el sorgo, mijo, teff, maiz y
arroz constituyen la dieta basica para el consumo humano y tienen un papel esencial
en proporcionar alimentos saludables a las poblaciones de regiones mas pobres [20].

En comparacién con su gran diversidad, solo unos pocos estudios han tratado
granos diferentes al trigo. En los Ultimos afos, la investigacion y desarrollo sobre gra-
nos ancestrales como los pseudocereales (trigo sarraceno, quinoa, amaranto) han
captado un renovado interés a nivel mundial para la produccion de alimentos salu-
dables y usos dietéticos especiales por su alto valor nutricional, funcional y sus nume-
rosas propiedades benéficas para la salud.
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I1l. PSEUDOCEREALES

Los pseudocereales, quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) amaranto o kiwicha
(Amaranthus caudatus) y buckwheat o trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum) son
semillas comestibles pertenecientes a especies de plantas dicotileddneas. Se las
conoce como pseudocereales debido a que sus semillas se parecen en funcién y
composicion a las de los cereales verdaderos, que son especies monocotiledéneas
[21]. La quinoa es uno de los cultivos mas antiguos de la Region Andina, con aproxi-
madamente 7.000 afos de cultivo; fue cultivada y utilizada por las civilizaciones pre-
hispanicas [22]. El cultivo de quinoa era sagrado para los Incas, quienes la llamaban
‘chisoya mama’, o “semilla madre” Durante la conquista de los espafioles, hace mas
de 500 afos, se suprimio el cultivo de quinoa por el uso que se le daba en los rituales
religiosos. En su lugar, los conquistadores impusieron el cultivo de trigo. Sin embargo,
cinco siglos después, la FAO declardé que la quinoa posee el balance de proteinas y
nutrientes mas cercano al alimento ideal para el ser humano. Por su parte la NASA eli-
gi6 a la quinoa como el alimento nutritivo por excelencia para los viajes espaciales,
teniendo en cuenta que por si sola puede proveer una dieta balanceada. La impor-
tancia de la quinoa ha llevado a que el afio 2013 fuera declarado “El Ao Internacional
de la quinoa”por las Naciones Unidas. La mayoria de los pseudocereales se adaptan a
variables condiciones agroecoldgicas, son resistentes a sequias y cambios climaticos,
son eco-sustentables ya que crecen perfectamente en la region sin necesidad de
agregar fertilizantes o agentes quimicos para su produccion evitando dafios ambien-
tales; suministran rendimientos de cultivos relevantes y tienen un importante poten-
cial nutricional y funcional. Asimismo, se estima que este pseudocereal contribuira a
la sequridad alimentaria en el siglo XXI [23]. Dichos cultivos tienen un gran potencial
de transformacién en productos procesados. En los ultimos 30 afios a partir de su
difusién a nivel mundial, el area de cultivo se encuentra nuevamente en expansion.

Actualmente existe una revalorizacion de estos cultivos milenarios por sus pro-
piedades benéficas para la salud y su gran potencial proteico y la ausencia de gluten
(GF, de las siglas en inglés de Gluten Free), que pueden ser utilizados como fuentes
alternativas para la formulacién de nuevos alimentos y/o bioingredientes destinados
a la poblacién y, muy especialmente, a una franja vulnerable de la misma (diabéti-
cos, celiacos, nifos, adolescentes, ancianos y convalecientes). Por otra parte, las ten-
dencias actuales indican un interés acentuado de los consumidores hacia alimentos
funcionales que, ademas del valor nutritivo, aportan beneficios a las funciones fisiol ¢-
gicas del organismo. La quinoa y el amaranto tienen mejor perfil nutricional respecto
alos cereales. En la Figura 1 se observa la composicion quimica de quinoa respecto a
maiz, arroz y trigo. Numerosos estudios de la Ultima década mostraron que las semi-
llas de quinoa y amaranto no solo contienen elevada concentracion de proteina, sino
también un balance sobresaliente de aminodacidos esenciales [24, 25]. Otros estudios
han revelado que contienen lipidos (principalmente insaturados) de buena calidad,
almidén, acidos grasos, fibras, antioxidantes, minerales y son ricas en saponinas [26,
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27]. Ademas de minerales, las semillas de quinoa y amaranto son ricas en vitaminas
como las vitaminas B, C y E [28]. Su contenido de fitoquimicos como esteroides, ter-
penoides, betaninas, fenoles y flavonoides, y sus posibles efectos beneficiosos para la
salud han llevado a realizar muchos estudios durante la Ultima década [29].

A pesar de la importancia de los compuestos nutricionales presentes en cereales
y pseudocereales, su biodisponibilidad es baja debido a la presencia de ciertos fac-
tores antinutricionales como los fitatos o acido fitico (AF). El AF es un potente agente
quelante de cationes, minerales y grupos basicos de proteinas de interés nutricional
dando lugar a complejos insolubles y dificilmente digeribles disminuyendo asi la bio-
disponibilidad de los mismos en la dieta [30].

La importancia de explotar y transformar estos granos en alimentos saludables y
nutritivos, obliga a repensar y desarrollar estrategias adecuadas para su procesamien-
to como la fermentacion.

IV. FERMENTACION

Los alimentos y bebidas fermentados se definen como aquellos que han sido some-
tidos al efecto de microorganismos y sus enzimas, particularmente amilasas, proteasas
y lipasas que causan la transformacion bioquimica de polisacaridos, proteinas v lipidos
en productos deseables con sabores, aromas y texturas atractivos para el consumidor
[4, 5]. La fermentacion es uno de los métodos mas antiguos de produccion y conser-
vacion de alimentos. Desde los albores de la civilizacion, métodos para la fermentacion
de leches, carnes, verduras y cereales han sido descriptos. Los primeros registros apa-
recen en Medio Oriente y datan de 6000 a.C. [31]. La preparacion de estos alimentos y
bebidas fermentadas eran artesanales y sin ningun tipo de conocimiento del papel de
los microorganismos involucrados. Sin embargo, el progreso de la Microbiologia como
ciencia en la década de 1850 y trabajos de Louis Pasteur contribuyeron significativa-
mente a la comprension del proceso de fermentacién en si. Se establecio el papel de
los microorganismos, se formo la base bioldgica de la fermentacion; ademas se demos-
tré que existen diferentes tipos de fermentacion [32, 33].

Los microorganismos transforman los componentes quimicos de las materias
primas de plantas/animales durante la fermentacién de alimentos, mejorando asi la
biodisponibilidad de nutrientes, enriqueciendo la calidad sensorial, imparte efectos
bioconservantes y mejora la seguridad alimentaria, degradando componentes toxi-
cos y factores antinutricionales. Ademas, la produccién de compuestos antioxidantes
y antimicrobianos, la estimulacion de las funciones probidticas y la fortificacion con
compuestos bioactivos, promueven la salud del consumidor [34, 35]. Entre las bacte-
rias asociadas a la fermentacion, las bacterias lacticas (BAL) principalmente especies
de Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Weissella estan
ampliamente involucradas en la fermentacion de alimentos y bebidas alcohdlicas
[8]. Las BAL y los hongos, principalmente levaduras, pero también en menor medida,

201



CAPITULO 8 - FERMENTACION LACTICA DE CEREALES Y GRANOS ANCESTRALES ANDINOS

ciertos mohos, pueden compartir un nicho ecolégico comun, pueden crecer en con-
diciones de bajo pH y reducida actividad del agua. El propdsito original de la fermen-
tacion como proceso tecnoldgico, fue el de preservar el alimento. Posteriormente,
con el desarrollo de numerosas tecnologias de preservacion disponibles, los alimen-
tos fermentados se elaboraron debido a sus sabores, aromas y texturas Unicos, que
son muy apreciados por el consumidor [32]. Los microorganismos responsables del
proceso de fermentacion pueden presentarse naturalmente en el sustrato, o pueden
agregarse como iniciador y cultivos adjuntos [18]. Aproximadamente el 25% de la
dieta europea y el 60% de paises del tercer mundo consisten en alimentos fermen-
tados. El concepto beneficioso de los alimentos fermentados para la salud se ha de-
sarrollado rdpidamente a través del incremento de las investigaciones cientificas a
lo largo de los afos, lo que despertd al consumidor conciencia de la base funcional
para consumir tales alimentos tradicionales en relacién a la promocion de la salud y
la prevencién de enfermedades [36].

IV.A. FERMENTACION DE CEREALES Y PSEUDOCEREALES

La fermentacion de cereales es uno de los procesos biotecnolégicos mas anti-
guos, que se remonta al antiguo Egipto, donde la cerveza y el pan fueron producidos
con la ayuda de levaduras y BAL. El empleo de BAL como iniciadores naturales (por
ejemplo, masa madre) o seleccionadas, tienen la capacidad de conjugar las activida-
des funcionales, las propiedades sensoriales y la seguridad microbiolégica deseadas
[37]. La importancia y el empleo de la masa madre en la fermentacion de cereales/
pseudocereales se incrementaron en los Ultimos afos.

IV.A.1. MASA MADRE

Tradicionalmente, el término masa madre o masa acida (en inglés sourdough) se usd
para describir a la mezcla de harina y agua que es fermentada en forma natural o es-
pontanea por BAL y levaduras [38, 39]. La técnica mas tradicional para la fermentacién
de cereales es el backslopping: es la inoculacion de la materia prima con un pequefa
cantidad de masa de una fermentacion exitosa previa. La fermentacion espontanea fue
utilizada en los primeros dias, simplemente activando los microorganismos naturales
presentes en la harina; pero ésta no permite garantizar la misma calidad del produc-
to final. Sin embargo, los productos fermentados espontdaneamente representan una
fuente de BAL con potenciales propiedades funcionales y tecnolégicas interesantes. La
eleccion de cultivos iniciadores tiene un impacto critico en la palatabilidad, propieda-
des sensoriales, nutricionales y funcionales, sostenibilidad y seguridad de los alimentos.

La primera evidencia de produccién de panificados empleando masa madre data
de alrededor de 1500 a.C. de acuerdo a pinturas Egipcias. Sin embargo, los panes de
masa acida formaron parte de la dieta Europea hace aproximadamente 5000 afos [40].
La masa madre fue el principal agente leudante usado en panificacién hasta principios
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del siglo XX, cuando fue reemplazada por la levadura de panaderia; a partir de enton-
ces, el uso del masa madre se redujo a la producciéon de panes artesanales y panes
de centeno. En este Ultimo caso la acidificacion era necesaria para inhibir las amilasas
enddgenas que degradaban excesivamente el almidon durante la panificacion, afec-
tando el volumen del pan [41]. Por lo tanto, en paises como Alemania y Austria donde
por tradicion se consume abundante cantidad de pan de centeno, nunca se dejo de
usar la masa acida. Actualmente el sourdough se emplea en varios paises europeos para
producir una variedad de exquisiteces en pasteleria y panificados, alcanzando hasta un
30% de la produccion en varias regiones de Italia [42]. La masa acida ha resurgido en la
actualidad en la Argentina debido a las ventajas que ofrece el uso combinado de BAL
y levaduras.

Segun la tecnologia aplicada, la masa acida puede dividirse en tres tipos [39]: a) tipo
|, que es producida por técnicas tradicionales (masa acida por definicion) y se caracte-
riza por pasajes diarios en harina y agua fresca (backslopping) que permiten mantener
a los microorganismos en un estado metabdlicamente activo. Generalmente las cepas
que dominan la masa acida son las que mejor se adaptan a las condiciones del proceso
y son las que van a permanecer y dominar en los sucesivos pasajes; b) tipo Il, que son las
que se usan como suplementos para acidificar la masa al momento de la panificacién;
son preparaciones semi-liquidas con largos periodos de fermentacion (2 a 5 dfas) que
en algunos casos se mantiene a temperaturas mayores de 30°C para acelerar el proce-
s0; €) finalmente, las de tipo lll, cuya diferencia con la anterior es que las masas acidas es-
tan deshidratadas y contienen microorganismos resistentes al proceso de desecacion.

Los Tipos Iy Il son innovaciones con aplicacion industrial que, a diferencia de la tipo
|, contienen cepas de BAL previamente seleccionadas (cultivo iniciador).

La formacion de masas madre de tipo | ha sido ampliamente estudiada en el labora-
torio, en particular los procesos de fermentacion de masa madre de trigo y centeno por
backslopping. Cuando la harina funciona como el Uinico componente no estéril y, por lo
tanto, como la principal fuente de inoculacién de la mezcla de harina'y agua, las comu-
nidades microbianas evolucionan durante el curso de la fermentacion hacia una masa
madre estabilizada, madura y activa [44]. En una semana, generalmente se obtiene Ia
estabilidad del ecosistema de la masa madre. Sin embargo, esto puede variar, depen-
diendo del tipo y la calidad de la harina de cereal y los parametros del proceso, valor del
pH, la actividad del agua, la concentracion de sal, temperatura, etc. La demostracion de
como la fermentacion de masa madre mejora el procesamiento convencional de varios
cereales se ha vuelto incuestionable durante la dltima década [45].

En relacion con la microbiota presente en las masas madre, se sabe que los granos
de cereales y pseudocereales normalmente presentan una microbiota indigena com-
puesta por bacterias, levaduras y hongos que compiten por nutrientes [46]. Un paso de
pasteurizacion no es posible debido a la gelatinizacion del almidon y la inactivacion de
enzimas enddgenas de cereales que son necesarias para la fermentacion.

El origen de la microbiota de la masa madre depende del uso de ciertas materias
primas basicas, asi como los procedimientos tecnoldgicos v las practicas de panaderia
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aplicadas que determinan la estabilidad y la persistencia de las comunidades de leva-
duras y BAL involucradas en los procesos de fermentacion de masa madre (especificos
de la region). Desde una perspectiva microbiolégica, la masa madre debe considerarse
como un ecosistema especifico y estresante, que contiene concentraciones variables
de carbohidratos y caracterizado por un ambiente acido, disponibilidad limitada de oxi-
geno y recuentos mas elevados de BAL (108 unidades formadoras de colonias por gra-
mo, UFC/g) que de levaduras (107 UFC/g), que representa una relacion BAL:levaduras
de aproximadamente de 10:1 a 100:1 [47]. Tipicas especies de BAL de masa madre son
Lactobacillus (L) fermentum, L. paralimentarius, L. plantarum, y L. sanfranciscensis. Tipicas
especies de levaduras son Candida humilis, Kazachstania exigua, y Saccharomyces cere-
visiae [44].

Las BAL son un grupo filogenéticamente diverso de microorganismos Gram (+) de
caracter GRAS que desempefan un papel importante en la industria de los alimentos
fermentados. La fermentacion por BAL modifica la composicion fisicoquimica y fun-
cional de sustratos vegetales modificando la relacién de componentes anti-nutritivos/
nutritivos, lo que modifica la calidad del producto. Estas bacterias producen una amplia
variedad de metabolitos y compuestos durante la fermentacion tales como acidos or-
ganicos, compuestos aromaticos, sustancias antimicrobianas, exopolisacaridos, pépti-
dos bioactivos, vitaminas e importantes enzimas [48]. Estas propiedades permiten el
uso de BAL como cultivos iniciadores para mejorar el sabor, aroma, vida Util, textura,
valor nutricional, funcional de una variedad de alimentos fermentados y productos de-
rivados de origen animal y vegetal [49, 50].

La levadura es un ingrediente fundamental en el proceso de elaboracion
del pan ya que realiza la fermentacion donde los aztcares fermentables presentes en
la masa (procedentes del almidon) se convierten en dioxido de carbono (CO,) y eta-
nol produciendo el levado del pan. Junto con las BAL, las levaduras juegan un papel
clave en el proceso de produccién de masa madre, donde estén presentes de forma
natural o se agregan como cultivo iniciador. Desde un punto de vista tecnolégico, el
metabolismo de las levaduras contribuye principalmente al levado y al sabor de los
productos de masa madre. Ademas del etanol y el didxido de carbono, las levaduras
pueden producir metabolitos que afectan especificamente el sabor, como &cidos or-
ganicos, diacetilo, alcoholes superiores de aminoacidos de cadena ramificada y éste-
res derivados de los mismos. Ademas, varias cepas de levaduras poseen propiedades
que pueden conducir a ventajas nutricionales y de vida de estante del producto.
Estas propiedades abarcan la produccion de vitaminas, una mejora de la biodisponi-
bilidad de los compuestos fendlicos, la degradacion del acido fitico y la inhibicion de
hongos y su produccion de micotoxinas. Las cepas de diversas especies son nuevos
candidatos de cultivos iniciadores funcionales, que ofrecen oportunidades més alla
del uso convencional de la levadura de panaderia [51].

La mayor parte de la investigacion cientifica sobre biotecnologia de masa madre
se inicié aproximadamente en 1990. Inicialmente, la atencion se centrd en los efec-
tos tecnoldgicos: sabor, reologia y vida Util (retraso del envejecimiento, prevenciéon de
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deterioro) e interacciones microbianas en un ecosistema tan complejo [39, 52, 53]. Mas
recientemente, la investigacion cientifica se ha centrado en las caracteristicas funciona-
les/nutricionales de la fermentacion de masa madre, cuyos efectos positivos han sido
probados casi definitivamente [34, 54, 55, 56, 571.

Las propiedades inherentes a las BAL durante la fermentacién se deben a su activi-
dad metabdlica que se traducen en mejores atributos organolépticos, texturales, nutri-
cionales y funcionales.

Durante la fermentacién de la masa madre, las BAL fermentan los hidratos de
carbono presentes en la masa produciendo acido lactico y acético, etanol y didxido
de carbono seguin su caracter homofermentativo o heterofermentativo (facultativo
0 estricto). Los carbohidratos fermentables (sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa y oli-
gosacaridos) se encuentran en muy bajas concentraciones en la harina (1,5-1,8%).
Sin embargo, durante la fermentacion de la masa, el almidon es degradado por las
enzimas enddgenas de la harina que libera maltodextrinas, maltosa y sacarosa, segun
el tipo de harina incrementando los niveles de maltosa inicial de 10 a 15 veces [58].
Los azUcares son utilizados por las BAL como fuente de energia y la concentraciéon
de &cidos orgénicos obtenidos de la fermentacion, y por ende la acidificacion de la
masa, depende de la concentracion y tipo de azdcar disponible, de la presencia de
aceptores de electrones en la masa, temperatura de fermentacion, el tiempo y el ren-
dimiento de la masa (abreviado en inglés como DY, que refiere a la relacion entre el
peso de masay el peso de harina empleado, multiplicado por 100]. Las BAL producen
acidos lactico/acético en relacion 4/1, disminuyendo el pH de la masa tipicamente
por debajo del pH 5.

Los productos de panaderia son contaminados frecuentemente por hongos
ambientales pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus, Mucor, Endomyces,
Cladosporium, Fusarium y Rhizopus. Datos obtenidos en panaderias de fabricacion
propia (PyME) indican que las pérdidas por contaminacién fungica de panes en-
vasados oscilan entre el 25% en invierno y el 40% en verano. Este problema tiene
implicancias econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro de materias
primas y productos elaborados antes de su comercializacion, pérdida de la imagen
de marca, etc.), como para distribuidores y consumidores (deterioro de productos
después de su adquisicion y antes de su consumo). La biopreservacion se refiere a
la utilizaciéon de una microbiota, natural o controlada, o de sus productos antimi-
crobianos para extender la vida Util y mejorar la seguridad de los alimentos. Las BAL
pueden proteger a los alimentos de la descomposicién microbiana por crecimien-
to competitivo, produccion de compuestos metabodlicos antagonistas, produccion
de compuestos antimicrobianos. Los compuestos antifingicos producidos por di-
ferentes BAL son: acido lactico y acético, diéxido de carbono, diacetilo, peréxido de
hidrégeno, &cido caproico, acido fenil lactico, dipéptidos, reuterina y fungicinas [59].
Actualmente, la creciente preocupacion por los efectos téxicos de los conservantes
quimicos sobre el medio ambiente y la salud humana plantea la necesidad de desa-
rrollar nuevas alternativas bioldgicas para conservar los alimentos. Investigaciones
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realizadas empleando un fermento de BAL bioconservante permitié reducir 50% la
concentracion de propionato, conservante quimico frecuentemente usado en pani-
ficacion [60, 61].

Los exopolisacaridos producidos por las BAL tienen un gran potencial para ser in-
cluidos como aditivos o ingredientes en alimentos para reemplazar los espesantes qui-
micos o producidos por bacterias de grado no-alimentario. La aplicacion mas novedosa
de las BAL EPS+ recae en los productos de panificacion. Los EPS mas conocidos son los
dextranos, xantanos y levanos. El empleo de BAL EPS+ y la produccion in situ de estos
biopolimeros en masa panaria permite una mayor retencién de agua, le otorga mayor
elasticidad y genera un producto final méas blando con mejor calidad de conservacion
(62].

Se ha demostrado que la fermentacion de cereales desempefa un papel crucial
para la reduccién de oligosacaridos (fructanos y galactanos), disacéridos (lactosa),
monosacaridos (fructosa) y los polioles (sorbitol y manitol) fermentables (abreviado
FODMAP, por sus siglas en inglés). Los FODMAPs son un grupo heterogéneo de com-
puestos que son pobremente digeridos y pueden tener una variedad de efectos sobre
los procesos gastrointestinales. Estas moléculas pequefas y osmdticamente activas son
pobremente absorbidas en el intestino delgado y luego son fermentadas rapidamente
por bacterias en el intestino grueso. La ingestion de FODMAP induce sintomas abdo-
minales en personas que sufren de sindrome de intestino irritable (SIl). Se han llevado a
cabo una serie de estudios y la posible aplicacion de la fermentacién por levaduras en
la reduccion de fructanos y otros FODMAPs ha sido demostrada [63]. BAL y levaduras,
microorganismos dominantes en la masa madre, son herramientas prometedoras para
degradar los FODMAPs y modular su concentracion en el pan, lo que afectaria positiva-
mente a la salud de los consumidores [64, 65].

Las proteinas del gluten constituyen 80-85% del total de las proteinas del trigo y
son responsables de las propiedades viscoelasticas y cohesivas de la masa. Tales pro-
piedades reoldgicas confieren a la masa la capacidad de retener gas durante la fermen-
tacion y dan un producto que, después de su cocciéon en el horno, es esponjoso con
una corteza elastica. La degradacion de proteinas durante la fermentacion depende de
la accion combinada de enzimas de origen del cereal y microbiano. Esta degradacion
influye en la calidad final del pan debido a la pérdida de la red de gluteny sus propieda-
des viscoelasticas. Las BAL aisladas de masa madre generalmente muestran un activo
sistema proteolitico, cuya actividad es dependiente de la cepa.

En general, la fermentacion de masa madre con BAL resulté en un aumento de la
concentracién de aminoacidos durante la fermentacion, mientras que la fermentacion
de masa con levaduras solo redujo la concentracion de aminoacidos libres [52]. La pro-
tedlisis de gluten por BAL libera pequefos péptidos y aminoacidos, importantes desde
el punto de vista nutricional y tecnolégico [66]. La actividad proteolitica de las BAL du-
rante la fermentacion de masa madre también produce compuestos bioactivos como
péptidos y derivados de aminoéacidos (por ejemplo, dcido & aminobutirico) con diver-
sas funcionalidades. El potencial de las BAL de masa madre para liberar lunasina, un
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péptido antitumoral, durante la fermentacion de masas de cereales, fue determinado
[67]. Asimismo, la capacidad de BAL seleccionadas para liberar péptidos antioxidantes
y antihipertensivos se evidencié durante la fermentacion de varias harinas de cereales
(68, 69].

Las proteinas de cereales son causas frecuentes de alergias alimentarias; la enfer-
medad celfaca (EC) es una de las intolerancias alimentarias mas comunes que ocurren
en 1 de cada 130-300 personas de las poblaciones europea y estadounidense y 1 de
cada 100 personas en Argentina. La EC es un trastorno inflamatorio crénico caracte-
rizado por dafo de la pequefia mucosa intestinal causada por la fraccién de gliadina
del gluten de trigo y proteinas similares solubles en alcohol (prolaminas) de cebada y
centeno en sujetos genéticamente susceptibles [70]. Esta enfermedad, cada vez mas
diagnosticada en todo el mundo, puede sélo ser controlada manteniendo una dieta
estrictamente libre de gluten. Se sabe que varios fragmentos de la estructura primaria
de la a-gliadina son alergénicos, por ejemplo, los fragmentos 31-43, 62-75 y 57-89 (33-
mer, el mas significativo en EC) han sido identificados. Estos fragmentos son dificiles de
hidrolizar porque contienen altas cantidades de residuos de prolina dentro de su se-
cuencia. Dado que las BAL tienen un sistema proteolitico activo sobre gluten [71], se ha
propuesto que algunos de los fragmentos alergénicos podrian desintoxicarse mejoran-
do su hidrdlisis durante el procesamiento de alimentos. Diferentes estudios revelaron
el efecto positivo del uso de cultivos de masa madre seleccionados para eliminar los
riesgos de contaminacion por gluten [72, 73, 74, 75]. Recientemente, un nuevo proceso
biotecnoldgico para hidrolizar completamente el gluten en harina de trigo fue optimi-
zado, patentado e industrializado, y los productos horneados hechos con harina de tri-
go GF ahora estan disponibles en el mercado global, proporcionando nuevas opciones
para la industria alimentaria y los consumidores [76].

El acido fitico (AF) o mio-inositol dihidrégeno hexafosfato, es una molécula cargada
con 6 grupos fosfato ligados a un anillo central mio-inositol. El AF constituye el 1 al
4% del peso de los granos de cereales, pseudocereales y leguminosas, y representa la
mayor forma de almacenamiento de fésforo. El AF es un potente agente quelante de
cationes, minerales y grupos basicos de proteinas de interés nutricional dando lugar a
complejos insolubles y dificilmente digeribles disminuyendo asf la biodisponibilidad
de los mismos en la dieta. Por esta propiedad, el AF es considerado un factor antinu-
tricional para humanos y animales especialmente para pacientes celiacos que sufren
deficiencias en micronutrientes [77]. Este compuesto es degradado durante la fermen-
tacion de la masa madre por la accion combinada de fitasas de la harina, de levaduras y
de BAL. Las BAL contribuyen mediante la acidificacién de la masa a la activacion de fita-
sas enddgenas de la harina y también produciendo fitasas microbianas [57, 78, 79, 80].

Los fitoquimicos como los compuestos fendlicos (CF), polifenoles, flavonoides,
acidos fendlicos son componentes importantes de productos alimenticios de ori-
gen vegetal. Estos compuestos estan directamente relacionados con las caracteris-
ticas sensoriales de los alimentos, como el sabor, la astringencia y el color. Ademas,
la presencia de CF en la dieta es beneficiosa para la salud debido a sus actividades
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quimiopreventivas contra la carcinogénesis y mutagénesis, principalmente debido a
sus actividades antioxidantes; prevencion de enfermedades degenerativas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares. Cereales y pseudocereales son fuentes abundantes de
flavonoides, que consisten principalmente en glucésidos de los flavonoles kaempferol
y quercetina [21]. Los efectos benéficos de estos compuestos sobre la salud dependen
de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Los CF naturales suelen presentarse como
glucdsidos, ésteres o polimeros que no poseen actividad bioldgica [81]. Los bioproce-
sos alimentarios, como la fermentacion o la hidrdlisis enzimatica de las fuentes vege-
tales y sus productos, son un medio atractivo para aumentar la actividad funcional de
tales CF [82]. Algunos lactobacilos de la masa madre catalizan la liberacion de acidos
fendlicos unidos que luego son sometidos a conversiones microbianas en compuestos
bioactivos y precursores de sabor [80, 83]. Cepas de L. plantarum fueron capaces de de-
gradar algunos CF de los alimentos dando compuestos que influyen en el aroma de los
alimentos, asi como compuestos que presentan una mayor actividad antioxidante [82].

Aunqgue la mayoria de las vitaminas estan presentes en una gran variedad de alimen-
tos, las deficiencias de éstas todavia existen en muchos paises, no solo como resultado
de una ingesta insuficiente de alimentos, sino también debido a dietas desequilibradas
o estados fisiologicos como el embarazo o la vejez. Los humanos no pueden sintetizar la
mayoria de las vitaminas, por lo cual ellas deben proporcionarse de manera exégena a
través de la dieta o productos farmacéuticos. Ciertas BAL tienen la capacidad de produ-
cir niveles elevados de vitaminas, por lo tanto son las candidatas ideales para adminis-
trar vitaminas, entre otros compuestos especificos en los alimentos o producirlos in situ
en el intestino. Una estrategia de la biotecnologia es utilizar estas BAL como alternativa
a la fortificacion obligatoria en muchos paises para reducir deficiencias, disminuyendo
los efectos secundarios de las vitaminas sintetizadas quimicamente que se usan nor-
malmente. Los productos de cereales/pseudocereales contienen solo cantidades bajas
de vitaminas del grupo B debido a su pérdida durante los métodos de procesamiento,
lo que afecta el valor nutricional de los productos. Se han aplicado diferentes estrate-
gias para mejorar la produccion microbiana de vitaminas durante la fermentacion. La
produccion de riboflavina (B,) v folato (Bs) por BAL aisladas de quinoa y amaranto fue
demostrada [84, 85]. La produccion de B, y B, fue dependiente de cepa, L. plantarum
CRL 2106 y CRL 2107 y Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides CRL 2131, cepas aisla-
das de masas acidas y granos de amaranto sintetizaron las concentraciones mas eleva-
das de vitamina B, y By (140-250 ng/ml). Asimismo, L. plantarum CRL 1973 y CRL 1970,
L. rhamnosus CRL 1972y L. sakei CRL 1978, cepas aisladas de quinoa produjeron altas
concentraciones de By, siendo L. plantarum CRL 1973 la cepa que produjo la mayor con-
centracion de vitamina (143 + 8 ng/ml). Mientras que L. rhamnosus, aislado de masas
acidas de quinoa, fue la especie de BAL que produjo las concentraciones mas elevadas
de riboflavina total (> 270 ng/ml), siendo L. rhamnosus CRL 1963 la que produjo la mayor
concentracion de B, (360 + 10 ng/ml). Algunas cepas pudieron producir ambas vita-
minas, lo cual es importante para desarrollar nuevos alimentos fermentados a base de
pseudocereales biofortificados en folatos y riboflavina. Estos productos podrian usarse
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como parte de una dieta normal para prevenir las deficiencias vitaminicas que existen
en todo el mundo. Asimismo, se aislaron varias BAL productores de vitamina B, de ha-
rina de trigo [86]. La cepa L. fermentum PBCC11, aislada de masa madre, fue capaz de
producir riboflavina y su empleo junto con la levadura de panificacion en la preparacion
de pan produjo un importante incremento en el contenido final de vitamina B, [87].

V. ALIMENTOS FERMENTADOS DERIVADOS DE CEREALES
V.A. PANIFICADOS

Dentro de los alimentos fermentados derivados de cereales, el de mayor consumo
en el mundo es el pan. El Cédigo Alimentario Argentino, define el producto alimenticio
conocido como Pan en su Capitulo IX: (Alimentos Farindceos - cereales, harinas y deriva-
dos). Con la denominacion genérica de “pan’, se entiende el producto obtenido por la
coccion en hornos y a temperatura conveniente de una masa fermentada o no, hecha
con harina y agua potable, con o sin el agregado de levadura, con o sin la adicion de
sal, con o sin la adicion de otras substancias permitidas para esta clase de productos
alimenticios. Entre los cereales, solo el trigo y el centeno son adecuados para la elabo-
racion de pan debido a la presencia de cantidades adecuadas (8-14%) de la proteina
compleja gluten.

En la década de 1990 aparecieron en Europa panaderias artesanales dirigidas a una
clientela deseosa del sabor cldsico del pan. Desde comienzos del siglo XXI, el 70% del
pan consumido en el mundo es de harina de trigo. La introduccion de los denomina-
dos panes integrales cobro fuerza debido a los beneficios de la fibra que contienen, lo
que produjo un paulatino retorno al pan elaborado con harinas poco refinadas.

Respecto a la producciéon de trigo, segun el Ministerio de Hacienda de la Nacion
la produccion de trigo en Argentina ocupa el 3° lugar entre los granos, después de la
soja y el maiz. En Argentina se produce casi exclusivamente trigo de tipo duro o trigo
pan, en tanto que el candeal o trigo-fideo representa entre el 1y 1,5% de la produccion
nacional, y el blando o “galletitero’, directamente no se cultiva. En Argentina funcionan
mas de 180 molinos harineros. El principal destino industrial de la harina es el pan tra-
dicional, representando un 70% del total. El resto se distribuye entre harina fraccionada
para consumo familiar, pastas alimenticias, galletitas y pan industrial.

Cabe destacar que la Ley Nacional 25630 del Poder Ejecutivo Nacional sancionada
en julio del 2002 establece que la harina de trigo destinada al consumo que se comer-
cializa en el mercado nacional, debe ser fortificada con hierro (30 mg/kg), acido félico
(2,2 mg/kg), tiamina (B1) (6,3 mg/kg), riboflavina (1,3 mg/kg) y niacina (13 mg/kg) a fin
de prevenir las anemias y las malformaciones del tubo neural, tales como la anencefalia
y la espina bffida.

A diferencia de nuestro pais, en Alemania, los productos de panificacion se basan en
harina de centeno debido a que este cultivo prevalece en esta region y las condiciones

209



CAPITULO 8 - FERMENTACION LACTICA DE CEREALES Y GRANOS ANCESTRALES ANDINOS

climaticas en Alemania, especialmente en las regiones norte y este, dificultan el creci-
miento trigo [41].

El pan tradicional de panaderia se obtiene a través de un proceso no automatizado,
con bajos niveles de tecnificacion y es intensivo en mano de obra. Por otro lado, el pan
industrial incluye variedades de pan de molde y panes de bollerfa (pan para pancho,
hamburguesas y otros), elaborados en plantas industriales que cuentan con lineas de
produccion automatizadas o semi automatizadas, y utilizan tecnologias de produccion
intensivas en capital.

El proceso de elaboraciéon de pan de masa madre empleando harina de trigo y cul-
tivos iniciadores se presenta en la Figura 2.

Figura 2. Protocolo de fermentacion para la preparacion de panes de masa madre
de harina de trigo fermentada con cultivos iniciadores.

Harina de trigo (120 g) + Agua (180 ml) conteniendo R
- BAL (log 8 UFC/ g) [Rendimiento de la masa (DY) = 250] ’f’
.-

l

Mezclar manualmente durante 5 min.

V

Fermentacion a 30° C durante 16 h  —»  Liofilizacion —

v

Harina de trigo (112,5 g) + agua (75 ml) + Masa madre liofilizada
(log 9 UFC/g)+ levadura de panificacion (1.5 g/g) [DY= 160]

y

Mezclar manualmente durante 5 min.

y

Fermentacion a 30° C durante 2-5 h

'

Horneado a 200° C durante 45 min.  —# PAN __

Masa madre
liofilizada

Rendimiento de la masa (DY)= [(peso masa / peso de harina) x 100].

V.B. Pastas

Las pastas son uno de los alimentos que se consumen en grandes cantidades en todo
el mundo debido a su importancia nutritiva, contiene cantidades significativas de carbo-
hidratos complejos, proteinas, hierro y vitaminas B. Las proteinas que forman el gluten son
fundamentales para la fabricacion de pasta, la mas adecuada es de trigo duro [88]. En las
tendencias actuales, un importante campo de aplicacion de la biotecnologia basada en
BAL es el creciente mercado de productos sin gluten (GF). Este interesante nicho requiere
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aportes innovadores, también en el segmento de pastas dado que la fabricacion estandar
de pasta no incluye una etapa de fermentacion. Hay dos rutas principales para lograr este
proposito: (i) el uso de BAL seleccionadas para degradar el gluten'y (i) el empleo de una
BAL particular para aumentar la calidad de los productos GF [86]. La primera estrategia
fue aplicada en la fabricacion de pasta. Un nuevo protocolo fue aplicado para la fabri-
cacion de pasta sin gluten que utiliza harina de trigo completamente hidrolizada que
mejora las propiedades sensoriales, digestibilidad y calidad nutricional y también harina
de arroz pregelatinizada, necesaria para conferir al producto caracteristicas tecnoldgicas
y comerciales satisfactorias [89]. El sequndo enfoque considera a las BAL como “fabricas
generadoras de bio-moléculas funcionales e ingredientes alimenticios para la elabora-
cion de productos de cereales GF de alta calidad’, con el objetivo de mejorar la textura,
aroma, propiedades nutricionales, vida Util y beneficios para la salud [90]. Dentro de este
segundo enfoque se reportd la elaboracion de una pasta bio-enriquecida en riboflavina
(B,), &cido folico (By) y minerales utilizando harina de quinoa y BAL seleccionadas. La pasta
bio-enriquecida fermentada por BAL fue capaz de prevenir deficiencias nutricionales en
un modelo animal (in vivo) (ver Figura 3). Este nuevo proceso biotecnoldgico emplean-
do BAL autodctonas en el disefio de alimentos funcionales derivados de granos andinos
podria ser una estrategia novedosa para prevenir deficiencias de vitaminas y minerales
y podria ser una alternativa a la fortificacion quimica respondiendo a la demanda de los
consumidores por productos mas naturales y saludables [57].

Figura 3. Preparacion de pastas bioenriquecidas.

Quinoa Amaranto

“

Animales sometidos

> 4 dieta deficiente en
folato y riboflavina

BAL productoras de  Fermentacion s ' iy
folatoyriboflavina ——— >

+ 37°C, 6h

La pasta bio-

Pasta bio-enriquecida  anriquecida previene
enfolatoy riboflavina  t5dos los sintomas

i y de deficiencias de
e vitaminas
Harina de
auinoa

La figura muestra un ejemplo de cémo se pueden usar BAL autdctonas seleccionadas para obte-
ner nuevos alimentos fermentados (la pasta hecha con harina de quinoa) con efectos beneficiosos
comprobados para prevenir las deficiencias de vitaminas.
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V.C. ALIMENTOS Y BEBIDAS AFRICANOS TRADICIONALES DERIVADOS DE
CEREALES FERMENTADOS

El pan es el alimento fermentado a base de cereal més popular, sin embargo, mu-
chos otros alimentos indigenas fermentados a base de granos se preparan en todo el
mundo. En Africa se consumen gran cantidad de alimentos fermentados que incluyen
leches fermentadas, papillas agrias y bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas y representan
un valioso patrimonio cultural que cuenta con una de las selecciones mas ricas de pro-
ductos alimenticios fermentados en el mundo. Los cereales fermentados naturalmente
representan hasta el 80% del consumo total de calorias en muchos paises africanos [91].
De los diversos tipos de fermentaciones utilizadas para obtener alimentos y bebidas
fermentadas, las fermentaciones acido lactico y alcohdlicas son las mas populares. Las
BAL se utilizan en comunidades africanas para producir una variedad de alimentos fer-
mentados que incluyen papillas a base de cereal, bebidas, frutas y verduras fermentadas
(incluyendo raices o tubérculos), leches fermentadas y carnes fermentadas [92, 93]. Por lo
general, en Africa los procesos de fermentacion de alimentos son en su mayoria espon-
taneos, por lo tanto, la fermentacion no depende de cultivos iniciadores bien definidos
y el tiempo de fermentacién y las temperaturas son escasamente controladas, lo que
lleva a variaciones en la calidad de los productos. Asimismo, en Africa, la deficiencia de
folato esté relacionada con la baja diversidad de las dietas y concentraciones de nutrien-
tes en alimentos complementarios para bebés [94]. Para contrarrestar este problema, se
sugirié que las papillas también se pueden consumir después de la fermentacién con
BAL seleccionadas que pueden mejorar su calidad nutricional general, especialmente al
aumentar las concentraciones de vitaminas By y B,. Algunos alimentos fermentados son
preparados con cereales en combinacion con legumbres, mejorando asi la calidad pro-
teica general del producto fermentado [95]. La mayorfa de estos productos fermentados
se producen en pequefa escala en pequenas y medianas empresas (PyMEs) o en el
hogar por fermentaciéon espontanea, a veces incluida la inoculaciéon mediante backslop-
ping o el uso repetido del mismo contenedor de fermentacion [96].

Los productos alimenticios a base de cereales fermentados producidos en pai-
ses africanos pueden clasificarse en funcion de los ingredientes de cereales crudos
utilizados en su preparacion o en funcion de la textura. En la primera clasificacion se
considera a) alimentos a base de trigo: bouza, kishk; b) de arroz: busa; c) de maiz: ogi,
pan, kenkey; d) de mijo: kunuzaki; ) de sorgo: pito, ogi, bogobe, kisra, burukutu, kisra,
injera. Respecto a su textura, se clasifican como a) liquidos (papillas): ogi, mahewu,
burukutu, pito, uji; b) sélidos (masa) y albondigas: kenkey, agidi; ¢) secos (pan): kisra,
injera [5]. A continuacion, se describen algunos de estos alimentos tradicionales.

El Ogi es una papilla de cereal fermentada procesada de maiz, aunque el sorgo o el
mijo también se emplean como sustrato para fermentacion. Es considerado el alimento
mas importante en Africa occidental y tipico de Nigeria [97, 98]. A lo largo de la region
de la costa de Africa occidental al producto se le dan otros nombres como eko, agidi,
kamu, akamu, koko y furah dependiendo del sustrato utilizado y la forma en que se
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come. Para la preparacion de ogi (ver Figura 4), se humedecen los granos de cereal en
macetas durante 2 a 3 dfas. Los granos son molidos en humedo y mojados para pro-
ducir una suspension; luego son tamizados, la mezcla se deja sedimentar para que se
produzca la fermentacién durante 2 a 3 dias para obtener el ogi [99]. Las BAL, levaduras
y mohos son responsables de la fermentacion, aunque L. plantarum es el microorga-
nismo predominante. Otras bacterias como Corynebacterium hidrolizan el almidén de
maiz y luego las levaduras de las especies de Saccharomyces y Candida también con-
tribuyen para desarrollar el sabor [32]. El valor nutricional del ogi ha sido determinado;
durante la fermentacion aumenta el contenido de fésforo por hidrdlisis del fitato [100]
y la concentracion de niacina y riboflavina [101]. Sin embargo, aproximadamente del
20 al 50% de los nutrientes disponibles en los granos de cereales originales se pierden
a través del procesamiento debido a la pérdida de la capa de aleurona y germen de los
granos durante la molienda y tamizado en humedo [102]. Especificamente, el anélisis
de aminodacidos del ogi y sus materias primas indica sustanciales pérdidas de lisina y
triptodfano [103]. Para evitar estas pérdidas, cepas mutantes de Lactobacillus y levaduras
productoras de lisina y metionina se han utilizado para fortificar ogi [104].

Figura 4. Diagrama de flujo para la preparacion de Ogi, Kenkey y Mawe

Mijo

}

Limpiar y poner

Maiz ———»

en remojo
2 03dias 1 02dias 2 a4 horas — Escurrir
Molienda Molienda i
himeda sin agua Molinda
Tamizar Fermentar A
Descartar durante 72 horas masar
particulas gruesas <— i
y el salvado
Sedimentar Moldear y envolver en Fermentar
hojas de maiz secas durante
1a3dias
Cocer al vapor
102 +horas
Figura adaptada de [109].
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El licor de ogi fermentado se considera un alimento preventivo en enfermedades
comunes relacionadas con diarrea y molestias abdominales. Se reportd que muchas
madres lactantes en diferentes lugares de Nigeria les dan a sus bebés licor de ogi (agua
de la pulpa de cereal fermentada), lo cual soluciona problemas como las diarreas y
molestias abdominales [105]. Se evaluaron las actividades antibacterianas del licor de
ogi de diferentes granos contra algunas bacterias diarreicas comunes en el suroeste de
Nigeria. Se puso en evidencia la inhibicion de los patégenos por el licor de ogi que con-
tiene una gran variedad de organismos, incluidas ciertas especies de Lactobacillus [106].

El color del ogi depende del grano de cereal utilizado: blanco crema para maiz,
marron rojizo para sorgo, y gris oscuro para el mijo [107]. Ogi tiene un sabor agrio
similar al del yogur y un aroma distintivo, que lo hace diferente de otros productos
fermentados a base de cereales [108].

Por su parte, el kenkey es una masa de maiz fermentada que se come en Ghana.
Para su preparacion, los granos de maiz se sumergen en agua a temperatura am-
biente durante 1 a 2 dias, después el agua es escurrida antes de moler en himedo el
grano hidrolizado. Luego la harina de maiz se deja fermentar espontdneamente du-
rante 72 h. La masa del kenkey se puede dividir en porciones, darle forma de bolitas y
colocarlas en hojas de maiz secas. Las hojas se deben atar con una cuerda para evitar
que se abran por el calor [109] (ver Figura 4). La fermentacion estda dominada por una
variedad de BAL, particularmente L. fermentumy L. reuteri [110], aunque levaduras y
mohos (Candida, Saccharomyces, Penicillium, Aspergillus y especies de Fusarium) tam-
bién contribuyen al desarrollo del sabor [111].

El maweé es una masa a base de cereal fermentado espontdneamente y constituye
una parte importante de la ingesta diaria de alimentos de Africa occidental. Existen dife-
rentes tipos de mawe de acuerdo al tipo de cereal y/o condiciones de produccion, con
fermentaciones que duran 24-72 h. Se prepara con cereales (maiz, sorgo, mijo o arroz)
descascarados (ver Figura 4). El mawe se utiliza para la preparacion de una variedad de
platos cocinados tradicionales de Africa occidental, incluida la pasta (makume, akassa y
come), papillas (koko y aklui) y bebidas (akpan). BAL y levaduras son los microorganis-
mos predominantes que participan en la fermentacion espontanea de mawe, siendo L.
fermentum y P, kudriavzevii las especies mas importantes, cuya diversidad de cepas fue
influenciada por el tipo de cereal y el sitio de produccion [112].

El hussuwa es un alimento semisdlido, parecido a una masa. Tradicionalmente,
la produccion se basa en la fermentacién espontdnea por la microbiota autdctona.
Es producido a partir de una pasta semisélida de harina y malta de sorgo en una
proporcion de 2:1. La pasta se deja fermentar durante 12 h, después se cocina ligera-
mente en forma de masa o como panqueques, se deja enfriar y se aflade otra parte
(mitad) de malta de sorgo a la masa, se amasa y se deja fermentar durante otras 24
a 48 h. Luego se cocina en un plato caliente hasta que expulse toda la humedad, se
forman bolitas del tamafio de un pufio y se fermenta en una olla de barro enterrada
debajo de la chimenea hasta dos meses, lo que garantiza una temperatura calida
continua durante todo el periodo para promover la fermentacion lactica y alcohdlica
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mixta [113], lo que finalmente produce un producto agridulce. El hussuwa, al igual
que muchos otros alimentos africanos fermentados, se prepara de forma tradicional,
a pequena escalay a nivel de produccion casera. Debido a lo cual, los alimentos indi-
genas a menudo sufren problemas como calidad inconsistente, riesgos higiénicos y
corta vida util [114]. La combinacion de pruebas fenotipicas y métodos genotipicos
como ARDRA, rep-PCR y RAPD-PCR, asi como la secuenciacion del gen 16S rRNA pu-
sieron en evidencia que los aislamientos predominantes de hussuwa consistieron en
cepas heterofermentativas de L. fermentum, mientras que Pediococcus, especialmen-
te las cepas de P, acidilactici, constituyeron la segunda especie de BAL mas comunes
presentes en este alimento fermentado [115].

Injera (Enjera) es la comida nacional indiscutible de Etiopes [108]. Se puede hacer
de diferentes cereales, como sorgo, tef, maiz, mijo y cebada; aunque el tef (Eragrostis
tef) es el principal cereal en la injera etiope, seguido por el sorgo. Para hacer injera
los granos se descascaran manualmente o mecanicamente y son molidos en hari-
na, la cual se mezcla con agua para formar una masa, se agrega el iniciador (ersho)
y se fermenta durante 2 o 3 dias. El cultivo iniciador es un fluido proveniente de la
masa fermentada previamente. Después de la fermentacion, la masa se diluye y se
vierte en una sartén ligeramente engrasada, que luego es cubierta con una tapa
bien ajustada para retener el vapor [116]. A los 2-3 minutos es retirado de la sartény
colocado en una canasta. El periodo de almacenamiento no suele exceder 3 dias a
temperatura ambiente. Los microorganismos implicados en la fermentacion de las
injeras son principalmente levaduras, algunos hongos como Pullaria sp., Aspergillus
sp., Penicillium sp., Rhodotorula sp., Hormodendrum sp., Candida sp. y un nimero no
identificados de bacterias [117]. Una injera normal y tipica es redonda, suave, espon-
josa y resistente, de aproximadamente 6 mm de espesor, 60 cm de didmetro con
‘ojos”en forma de panal uniformemente espaciados en la parte superior. El principal
atributo de calidad de una buena injera es su sabor ligeramente agrio; ademas posee
elevado valor nutricional, ya que es rico en calcio e hierro [118].

La bebida mahewu (amahewu) es una bebida no alcohdlica agria elaborada con
harina de maiz, consumida en Africa y algunos paises del Golfo Arabigo [108]. Se prepa-
raa partir de papillas de maiz, que se mezcla con agua. Luego se afade harina de sorgo,
malta de mijo o trigo y se deja fermentar. La fermentacién es un proceso espontaneo
llevado a cabo por la flora natural de la malta a temperatura ambiente. El microorganis-
mo predominante en la fermentacién espontanea del mahewu africano es Lactococcus
lactis subsp. lactis [99]. L. bulgaricus y L. brevis también fueron aislados de mahewu. La
produccion industrial de mahewu se lleva a cabo con éxito en Zimbawe.

A pesar de la popularidad de todos estos alimentos tradicionales africanos, la falta
de control del proceso de fermentacion inevitablemente resulta en una variacion sig-
nificativa en la calidad y seguridad microbioldgica de los mismos. También se presen-
ta el problema de limitacion de nutrientes en alimentos a base de cereales por lo cual
se ahaden legumbres, caupi y mani para mejorar la composicién nutricional. El uso
de cultivos iniciadores apropiados capaces de conducir la fermentaciéon hacia alimen-
tos con caracteristicas funcionales deseables, tales como mayor biodisponibilidad de
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minerales, vitaminas y aminodacidos esenciales, tiene gran potencial para su aplica-
cion en estos alimentos indigenas africanos.

Algunas de las bebidas de cereales se consumen en un estado activo de fermen-
tacion. El nimero de cultivos vivos en estos alimentos puede tener enorme potencial
como candidatos para la produccion de alimentos probiéticos. La seleccion cuida-
dosa de estas bacterias brindara la oportunidad de desarrollar alimentos que no solo
cumplan requisitos comerciales, sino también les otorguen funcionalidad a los mis-
mos [119, 120, 121]. Actualmente, los probidticos populares se encuentran mayor-
mente en productos lacteos fermentados. Sin embargo, con el creciente nimero de
consumidores con intolerancia a la lactosa o que se ven afectados por el colesterol de
los productos lacteos, existe un creciente interés mundial en los probidticos de otras
fuentes alimentarias. Hay algunos nuevos alimentos fermentados a base de cereales
que se consideran productos probidticos (por ejemplo, yosa) [122].

En Africa, los esfuerzos destinados a aprovechar el potencial alimentario y de salud
de productos fermentados podria ayudar a controlar algunos desafios como la defi-
ciencia de nutrientes esenciales (proteinas, vitaminas, minerales), seguridad alimen-
taria y doble carga de enfermedades cronicas e infecciosas que enfrentan muchos
paises de la region. El establecimiento y la financiacion de las colaboraciones cienti-
ficas entre Europa y Africa deberian ser una prioridad para abordar los problemas de
desnutriciéon, enfermedades y mortalidad infantil.

V.D. ALIMENTOS Y BEBIDAS LATINOAMERICANOS TRADICIONALES DERIVADOS DE
CEREALES FERMENTADOS

V.D.1. El pozol es una masa de maiz fermentada con diferentes formas y tamanos.
Se consume en Sudeste de México por indios y grupos mestizos, para quie-
nes suele ser un componente principal de la dieta diaria. Para prepararlo,
los granos de maiz se hierven en agua con cal durante aproximadamente
dos horas hasta que se hinchan los granos y se desprenden las cascaras. Se
muelen y la masa resultante se amasa y se forman bolas compactas que se
envuelven en hojas de platano, se dejan a temperatura ambiente desde unas
pocas horas hasta varios dias e incluso mas de un mes. Una compleja comu-
nidad microbiana que se incorpora principalmente durante el procedimiento
de molienda fermenta la masa [123]. Lactococcus lactis, Streptococcus suis, L.
plantarum, L. casei, L. alimentarium, L. delbruekii'y Clostridium sp. han sido los
microorganismos mas abundantes identificados en el pozol [124].

V.D.2. Los productos fermentados de cereales, en particular los derivados del
maiz como la chicha, son muy importantes en América Latina y se han
consumido como alimento basico principal durante siglos. La chicha es
la bebida fermentada tradicional mas importante que se produce desde
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tiempos prehispanicos en regiones del noroeste de Argentina y regiones
andinas de Bolivia, Colombia, Ecuador y Pery, siendo consumidos principal-
mente por la poblacién nativa durante las festividades religiosas y agricolas
y durante eventos familiares y sociales [125]. La preparacién de chicha es un
proceso de fermentaciéon Unico en el que, tradicionalmente, la saliva sirve
como fuente de amilasa para la conversion de almidén en azlcares fermen-
tables [126]. Levaduras, particularmente S. cerevisiae, y bacterias del género
Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Acetobacter sp. con varios mohos como
Aspergillus sp. son los principales microorganismos de la fermentacion de
la chicha [127]. Se determind la evolucion de las comunidades microbianas
durante la fabricacién de chicha. Entre las 46 especies de BAL identificadas,
las de Lactobacillus fueron dominantes, exhibiendo la mayor diversidad,
mientras que Enterococcusy Leuconostoc se registraron como los segundos
géneros dominantes. La identificacion a nivel de especie mostro el predo-
minio de L. plantarum, L. rossiae, Lc. lactis, W. viridescens, Enterococcus hirae, E.
faecium, Lc. mesenteroides y Weissella confusa [128].

Los alimentos a base de maiz, como el atole agrio, pertenecen a la dieta tradicio-
nal de las poblaciones indigenas de Mesoamérica [129]. El atole agrio es una bebida
mexicana, no alcohdlica, acida, derivada del maiz fermentado; se consume en el su-
reste de México y es utilizado por grupos indigenas y mestizos con fines nutriciona-
les, medicinales y ceremoniales [130]. Se prepara tradicionalmente por fermentacion
espontéanea en los hogares, y las materias primas, los equipos y los procesos de fabri-
cacion difieren notablemente entre lotes y productores que conducen a productos
finales altamente variables. El atole agrio se puede preparar por fermentacion en es-
tado liquido o sélido. El producto final es aromatizado con azUcar, canela o cacao o
se consume como tal. En comparacion con otros productos similares, producidos a
través de fermentacion en estado liquido (ogi) o sélido (pozol, chorote, poto-poto),
el proceso de elaboraciéon de atole agrio tiene solo unos pocos pasos, el maiz no
se hierve ni se empapa antes de la fermentacion, la duracion de la fermentacion es
solo horas en lugar de dias, y el producto final se hierve antes del consumo [131].
El proceso de fermentacion de atole agrio fue variable y se observé abundante
Enterobacteriaceae durante la fermentacién. Basado en métodos RAPD PCR, se deter-
mind que los géneros de BAL mas abundantes fueron Weissella (29.2%), Pediococcus
(24.0%), Lactococcus (17.8%) y Lactobacillus (16.4%). Asimismo, esta microbiota de-
terminada en el atole agrio mostré importantes propiedades: produccion de folatos,
degradacion de fitatos, producciéon de EPS, actividad amilolitica y la mayorfa de las
cepas fueron resistentes al menos a 2 de los 9 antibidticos seleccionados. La gran va-
riabilidad de las densidades microbianas en las fermentaciones de atole agrio, donde
Enterobacteriaceae estaban presentes en los productos finales independientemente
del procedimiento de ebullicién, establece la necesidad del empleo de un cultivo
iniciador bien definido para controlar el proceso de fermentacion [132].
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V1. CONCLUSIONES

La fermentacién lactica es un proceso ancestral de conservacion de alimentos
pero con renovado interés en la actualidad. Numerosos reportes muestran la versati-
lidad de las caracteristicas funcional/nutricional de la fermentacién de masa madre.
Los esfuerzos futuros deben centrarse en procesos especificos y BAL/levaduras de
masa madre seleccionadas Optimamente, dependiendo de las caracteristicas funcio-
nales/nutricionales de la materia prima y las deseadas en el alimento fermentado. La
perspectiva intermedia seria probablemente considerar la masa madre como una
fabrica de células para modificar el sustrato (cereales/pseudocereales). La formacion
o modificacién de compuestos bioactivos durante la fermentacion de masa madre
permitiria desarrollar productos horneados con funcionalidad nutricional especifica.

Asimismo, las BAL y levaduras contribuyen significativamente a la fermentacion
de muchos alimentos y bebidas tradicionales producidos en Africa y Latinoamérica.
Sin embargo, aun se requiere conocimiento académico, determinar las variaciones
de cepas, actualizar métodos de produccién de cultivos iniciadores, evaluar las inte-
racciones microbianas y los procesos de elaboracién. Solo profundizando en estos
temas se podrad garantizar la sostenibilidad de estos productos fermentados autoc-
tonos; siendo muy importantes no sélo para la generaciéon de ingresos sino también
podrian ayudar a controlar algunos desafios alimentarios y de salud que enfrentan
muchos paises de estas regiones.
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RESUMEN

Para el correcto funcionamiento del organismo, es indispensable
incrementar en nuestra dieta habitual, el consumo de hortalizas vy le-
gumbres, ya que aportan nutrientes esenciales y numerosos compues-
tos bioactivos con efectos beneficiosos para la salud. Sin embargo, su
contenido de agua y riqueza nutricional los torna altamente perecede-
ros, por lo que son necesarias estrategias para incrementar su vida Util
ademds de su consumo. En este contexto, la fermentacion representa
una manera simple y atractiva de biotransformar positivamente estas
materias primas mejorando sus caracteristicas organolépticas, nutricio-
nales y funcionales. En este capitulo, abordamos la fermentacion de los
vegetales desde un punto de vista microbiolégico y tecnoldgico, con
particular énfasis en el potencial de las bacterias lacticas para llevar a
cabo estas transformaciones, y recorremos el espectro de alimentos
vegetales fermentados tradicionales y emergentes. El conocimiento
del proceso con fundamento cientifico puede contribuir a mejorar la
calidad de los productos ya existentes y a innovar en el desarrollo de
Alimentos Funcionales de base vegetal, diversificando la oferta y abrien-
do nuevos mercados.
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l. INTRODUCCION

Las plantas representan la fuente mas importante de alimentos para la humani-
dad. En particular, las hortalizas y las legumbres aportan a la dieta diferentes vitami-
nas, minerales, fibras y fitoquimicos como polifenoles y péptidos bioactivos [1]. A sus
beneficios nutricionales se suma su potencial para prevenir enfermedades cronicas
no transmisibles (ECNT) como patologias cardiovasculares, obesidad, diabetes, can-
cer colorrectal, entre otras [2]. Al respecto, la OMS y la FAO recomiendan el consumo
diario de un minimo de 400 g de frutas y verduras (excluidas papas y otros tubérculos
feculentos) para evitar las ECNT y mitigar varias carencias de micronutrientes, sobre
todo en los paises menos desarrollados. Desafortunadamente, se estima que la in-
gesta de vegetales es inferior a las porciones recomendadas, lo que hace necesaria la
busqueda de estrategias para incrementarla. En general, los vegetales se consumen
frescos o minimamente procesados (enlatados, deshidratados, en pasta, jugos) pero
su naturaleza extremadamente perecedera condiciona su vida Util debido al rédpido
deterioro microbiano. Para evitar esto, se suele recurrir a métodos de conservacion
como tratamientos térmicos, preservantes quimicos, alta presion hidrostatica, radia-
cion ionizante o campos pulsados, aungue algunos de estos procesamientos pue-
den afectar las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales del alimento [3, 4]. Por
el contrario, la fermentacion es una técnica de preservacion bioldgica que modifica
favorablemente a los alimentos, y que ha sido usada por el hombre desde épocas an-
cestrales, ya que se encuentra presente en todas las culturas del mundo. Este tipo de
procesamiento implica el crecimiento vy la actividad de microrganismos a expensas
de los nutrientes presentes en la matriz alimentaria, con la produccién de metaboli-
tos que inhiben el desarrollo de potenciales patdgenos y deteriorantes. Actualmente,
la fermentacién es considerada mucho mas que un método de conservacion y
prolongacion de la vida Util y seguridad de los alimentos: se trata de una estrategia
biotecnoldgica atractiva, que permite incrementar las propiedades nutricionales y
nutracéuticas de los mismos, transformandolos en Alimentos Funcionales, como asi
también mejorar sus propiedades reoldgicas y sensoriales [5].

La mayoria de los vegetales son susceptibles de ser fermentados. Los productos
tipicos mas investigados y con mayor difusion en el mercado internacional son las
aceitunas, pepinos y coles (repollo y coliflor) [6, 7]. Otros vegetales fermentados de
consumo mundial son los encurtidos o pickles elaborados con zanahorias, pimien-
tos, remolachas, cebollas, calabazas, tomates, rdbanos, esparragos, lechuga, brocoli,
brotes de bambu, nabos vy alcaparras [8, 9]; y también los purés/pastas untables y
bebidas fermentados obtenidos a partir de legumbres como la soja [10, 11].

Si bien los actores biolégicos que llevan a cabo las transformaciones pueden
pertenecer a cualquiera de los 3 dominios biolégicos, en general las fermentaciones
vegetales en Europa y América estan asociadas a bacterias lacticas (BAL) y levadu-
ras, mientras que en los paises asiaticos la mayoria de los alimentos vegetales son
fermentados por hongos [12]. Cada uno de estos tipos microbianos esta asociado a
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productos metabolicos diferentes que se generan a partir de los carbohidratos pre-
sentes, confiriendo al alimento caracteristicas organolépticas particulares, propias
del gusto de cada cultura. En general, la fermentacion lactica es la mas buscada y
la preferida, por cuanto las BAL son reconocidas por su seguridad (GRAS status, si-
glas en inglés para “Generalmente Reconocido como Seguro” de la Administracion
de Alimentos y Medicamentos, y QPS, sigla en inglés para “Presuncién Cualificada de
Seguridad”de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, EFSA) y por sus bene-
ficios a la salud como probioticos y productores de prebidticos y postbidticos [13, 141.

En anos recientes, los alimentos vegetales fermentados han ganado un renovado
interés debido a sus multiples ventajas: 1) extension de su vida de estante; 2) mejora-
miento nutricional/funcional; 3) modificacién organoléptica (sabor, aroma, textura); 4)
mayor seguridad/inocuidad; 5) produccion de compuestos bioactivos; 6) simplicidad
en su preparacion; 7) valorizacion de subproductos de la industria agroalimentaria; 8)
proceso econémico y energéticamente compatible con el desarrollo sustentable [2,
15]. A esto se suma su potencial como vehiculo de probidticos, alternativa de consu-
mo para intolerantes a la lactosa, alérgicos a las proteinas lacteas, poblacion celiaca,
vegetarianos y veganos [16].

Es importante destacar que, en comparacion con las fermentaciones de base lac-
tea, las que usan vegetales como materia prima se encuentran aun subexploradas y
representan nichos ecoldgicos muy valiosos para el aislamiento de microorganismos
con potencial tecnolégico y probidtico [17].

Por lo expuesto y considerando el creciente interés de los consumidores por ali-
mentos que promuevan su bienestar y el de la industria por satisfacer esa demanda,
en este capitulo presentamos la fermentacion de los vegetales desde un enfoque mi-
crobiolodgico, tecnoldgico y de la salud, abordando factores relevantes para su elabo-
racion como asi también un relevamiento sobre los alimentos vegetales tradicionales
existentes y los emergentes.

El conocimiento del proceso con fundamento cientifico puede mejorar la calidad
de los productos ya existentes valorizando el patrimonio cultural regional; como asf
también contribuir a diversificar la oferta de alimentos fermentados, abriendo nuevos
mercados e incrementando el consumo de vegetales.

Il. EL LABERINTO METABOLICO DE LA FERMENTACION DE VEGETALES

La fermentacion es un proceso biolégico de conversion de sustratos complejos
en compuestos mas simples. Desde el punto de vista bioguimico es un metabolismo
catabdlico anaerdbico en el que los carbohidratos (y otros compuestos) son oxidados
parcialmente en ausencia de aceptores externos de electrones. Los aceptores fina-
les de electrones son los compuestos organicos producidos en el desdoblamiento
de la molécula inicial con liberacion de una pequenfa cantidad de energia [18]. Este
proceso es caracteristico del metabolismo de microorganismos, como bacterias y
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hongos (levaduras y mohos), que tienen la facultad de llevar a cabo estas reacciones
en las matrices alimentarias, produciendo su modificacion fisicoquimica. En el curso
de esta degradacion metabdlica, los microorganismos también liberan numerosos
compuestos adicionales o metabolitos secundarios, muchos de los cuales poseen
actividad bioldgica y afectan a quien los consume, por lo que reciben el nombre de
compuestos bioactivos [2].

Para que la fermentacion tenga lugar se necesitan tres componentes: 1) un sus-
trato; 2) microorganismos; y 3) las condiciones ambientales apropiadas. Los vegetales
representan un nicho ecoldgico particular cuya riqueza en nutrientes fermentables
(fibras, azUcares simples) y carga microbiana dependen de sus caracteristicas intrin-
secas (especie, variedad, caracteristicas del tegumento, etc.) y extrinsecas (clima,
practicas agricolas, etc.). La microbiota presente suele provenir del ambiente (suelo,
aire, agua, animales que contactan con ellos) y es el resultado de los factores antes
mencionados. En general, la carga microbiana endofitica de los vegetales varia entre
50y 7,0log UFC/gy estd conformada por bacterias aerobias (pseudomonas, entero-
bacterias, corineformes) y levaduras (ya que suelen desarrollar antes que los mohos)
[11]. Las bacterias lacticas son solo una pequefa fraccion (2,0-4,0 log UFC/g) de la
microbiota autdctona [12] y estan representadas por especies homofermentativas y
heterofermentativas de los géneros Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella, Enterococcus
y Pediococcus. Entre estos, L. plantarum es particularmente la especie mas frecuente
en estos alimentos [11].

Cuando se dan las condiciones favorables de anaerobiosis, actividad de agua,
concentracion de sal y temperatura, los microorganismos naturalmente presentes
en la materia prima desarrollan su actividad fermentativa con el fin de proveerse nu-
trientes y energia para crecer. Esto lleva a la transformacion fisica de los vegetales, la
modificacion de su composicién quimica y de sus propiedades promotoras de la sa-
lud [19]. El curso del proceso tiende, en general, a seleccionar a las BAL en detrimento
de los otros microorganismos presentes menos tolerantes a las condiciones de estrés
acido y osmotico que se generan.

Los principales carbohidratos existentes en la mayoria de los vegetales son la
glucosa, fructosa y sacarosa. Las BAL que intervienen en las fermentaciones vege-
tales pueden metabolizar estos azlcares siguiendo dos rutas importantes: la ruta
glucolitica y la del 6-fosfogluconato. Las bacterias homofermentativas metabolizan
las hexosas a través de la ruta glucolitica o via de Embden-Meyerhof, dando 4cido
lactico como producto final. Por cada mol de glucosa fermentada se producen 2
moles de 4cido lactico y 2 de ATP. Las bacterias heterofermentativas carecen de la
enzima aldolasa (EC 4.1.2.13), por lo que usan la via del 6-fosfogluconato para pro-
ducir a partir de 1 mol de glucosa, 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol (o acido
acético), 1 mol de CO,y 1 mol de ATP. La fructosa puede ser metabolizada a través de
la ruta heterofermentativa de forma analoga a la glucosa, o puede funcionar como
un aceptor de electrones reduciéndose a manitol (ver Figura 1). El dcido lactico pro-
ducido por reduccion del piruvato corresponderd a los isémeros L, D o ambos segun
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la BAL fermentadora: L. mesenteroides produce solo el isomero D (isémero no fisiold-
gico), mientras que L. plantarum, L. brevis y P. pentosaceus forman mezclas de ambos
isbmeros.

Existen otros grupos de bacterias ademas de las BAL, que pueden llevar adelante

en los productos finales que originan a partir del cido pirtvico como por ejemplo, la
fermentacion propiodnica llevada a cabo por Propionibacterium en aceitunas, u otras
fermentaciones como la acido-mixta, butanodidlica o butirica que desarrollan ente-
robacterias o clostridios. Las levaduras también metabolizan glucosa por glucdlisis
pero poseen la enzima piruvato descarboxilasa, que actla sobre el piruvato para dar
CO, y acetaldehido que luego se reduce a etanol dando como resultado 2 moles de
ATP por mol de hexosa fermentada.

Figura 1. Rutas metabdlicas que intervienen en la fermentacion de carbohidratos

por BAL.
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La riqueza de las plantas como sustrato y el amplio arsenal de enzimas que poseen
las BAL les permite ingresar durante la fermentacion en un complejo laberinto de rutas
metabdlicas, que dard como resultado alimentos vegetales fermentados enriquecidos
en compuestos bioactivos y/o escasa cantidad de factores antinutricionales (FAN) [19]
(Figura 2). El primer cambio y mas evidente en la matriz vegetal causado por la fermen-
tacion es el incremento en la densidad de nutrientes como consecuencia de la dismi-
nucion en los carbohidratos que son transformados a acido lactico. El catabolismo de
di, oligo y polisacaridos por glucosidasas ha sido caracterizado en diferentes BAL que
contribuyen asi, a la liberacion de mondmeros utilizables por el consumidor.

Figura 2. Laberinto metabdlico y funcional de las BAL durante la fermentacion de
plantas comestibles.
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La fermentacion lactica también puede ser Util para reducir los FODMAP (oligo, di,
monosacaridos y polioles fermentables) que acceden al intestino grueso, reduciendo
su incidencia en el desarrollo de sintomas del sindrome del intestino irritable (IBS) [20].

El 4cido lactico, principal producto del metabolismo de carbohidratos, cumple
no solo un rol tecnoldgico en las caracteristicas organolépticas y de seguridad del
alimento, sino también en salud, ya que se ha demostrado que reduce la secrecion
de citoquinas pro-inflamatorias por macréfagos y células dendriticas de medula ésea
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activadas por receptores tipo Toll [21].

La fermentacion contribuye también al incremento de péptidos y aminodacidos en
diferentes vegetales (como las legumbres). Numerosos estudios han demostrado la
capacidad de las BAL de liberary acumular en la matriz vegetal, péptidos bioactivos
y derivados de aminoacidos como el dcido y-aminobutirico (GABA) mediante protea-
sas especificas e inespecificas a partir de proteinas sin bioactividad. Su impacto en
salud incluye la modulacion del sistema inmune, disminucion de procesos inflamato-
rios, efectos antioxidantes y antihipertensivos [22, 23].

Uno de los metabolismos mas relevantes de las BAL en las matrices vegetales es
el de los compuestos fendlicos [24]. Bajas concentraciones de polifenoles estimulan
el desarrollo de las BAL mientras que concentraciones elevadas afectan a la viabilidad
y retardan el metabolismo de los carbohidratos; por lo que las cepas que fermentan
los vegetales deben ser tolerantes a altas concentraciones de fenoles para poder al-
canzar un desarrollo y actividad éptima. En este sentido, las especies prevalentes en
matrices vegetales tales como L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. mesenteroides y
Weissella spp., han desarrollado el metabolismo de los polifenoles como mecanismo
de detoxificacion y mantenimiento del balance energético alcanzando una alta tole-
rancia a estos compuestos [25, 26].

El metabolismo de los polifenoles durante la fermentacion de los vegetales tiene
una funcion fisiologica para las BAL, pero sus efectos en el consumidor dependen
de esta conversion microbiana ya que son los productos metabolicos finales los que
ejercen un beneficio en la salud como su reconocida actividad antioxidante e inmu-
nomodulante [19].

Durante la fermentacién de los vegetales, los compuestos fendélicos como los glu-
cosidos de flavonoides, cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, y los taninos son
convertidos por las enzimas microbianas glicosilhidrolasa, esterasa, decarboxilasa y
reductasa de los &cidos fendlicos, en metabolitos bioldgicamente activos [19]. Asf,
las feruloil-esterasas (E.C. 3.1.1.73) liberan &cidos cinamicos esterificados en la pared
celular de los vegetales y la enzima beta-glucosidasa hidroliza los flavonoides duran-
te la fermentaciéon poniendo los productos disponibles para su absorcion intestinal
[27,28]. Un ejemplo paradigmatico del laberinto metabdlico "vegetales-BAL" es el de
los taninos hidrolizables. Estos compuestos son considerados antinutricionales por
lo que su degradacién por la actividad tanino-acilhidrolasa (EC 3.1.1.20) de las BAL
lleva a la liberacion de acido galico el cual puede ingresar nuevamente al laberinto
para ser degradado por la enzima galato decarboxilasa a pirogalol. El resultado final
es ladisminucién de un FAN y la generacion de 2 compuestos bioactivos con elevada
actividad antioxidante. Esta actividad ha sido descripta en L. plantarum, Leuconostoc
spp. y Weisella spp. [25, 29].

Las BAL pueden también enriquecer en acido linoleico conjugado diferentes sustra-
tos vegetales fermentados mediante su actividad linoleato-isomerasa [30] y degradar
aminas durante la fermentacion evitando la acumulacion de aminas biogénicas [31].

Por otra parte, la fermentacion con BAL es un eficiente método de detoxificacion
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de los alimentos. Se ha observado que mediante su arsenal enzimatico, las BAL con-
tribuyen a eliminar otros FAN tales como fitatos, saponinas, cianégenos e inhibidores
de proteasas [29, 32].

Es importante destacar que las BAL que llevan adelante la fermentacion pueden
ademas de biotransformar los componentes de los vegetales, producir otros metabo-
litos secundarios enddgenos con efectos positivos en la salud como acidos grasos de
cadena corta, sintesis de vitaminas (B y K), o compuestos prebidticos [17]. Los prebid-
ticos son sustratos no digeribles fermentados selectivamente en el colon por microor-
ganismos beneficiosos como bifidobacterias y lactobacilos. Las BAL pueden producir
durante la fermentacion, exopolisacdridos (EPS) u oligosacéridos por transglicosilacion
(p. &j. isomaltooligosacéridos en el kimchi) que pueden modular positivamente la mi-
crobiota coldnica favoreciendo indirectamente la salud [33] o ejercer efectos directos,
tales como inmunomodulacion, actividad antioxidante y anticarcinogénica [34]. Se
ha reportado que los géneros fermentadores de vegetales Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus y Weissella, producen diferentes tipos de EPS [35].

Finalmente, cabe mencionar que los microorganismos fermentadores pueden ser
potenciales probidticos (microorganismos vivos que administrados en cantidades
adecuadas benefician a la salud; FAO/WHO, 2001) y, el alimento vegetal fermentado,
el vehiculo apropiado para su administracion al consumidor, ofreciendo una alterna-
tiva a los productos probidticos de base lactea [16]. Alimentos vegetales fermentados
como el chucrut, kimchiy miso contienen una elevada carga de BAL viables (105a 10°
microorganismos/g o mL) que pueden sobrevivir al pasaje gastrointestinal [36] y que
pertenecen a especies para las cuales se han demostrado efectos probidticos (p. ej. L.
plantarum); por lo que estos alimentos podrian aportar beneficios a la salud similares
a los ejercidos por BAL de las mismas especies [15].

Lo expuesto pone en evidencia que las BAL son protagonistas de la bioconversion
de los compuestos enddgenos de las plantas a través de numerosas rutas metaboli-
cas que transcurren durante la fermentacion, dando como resultado alimentos con
mejores propiedades nutricionales y funcionales. Dado que no todas las BAL poseen
las enzimas necesarias para la transformacion de todas las matrices vegetales, resulta
clave favorecer el desarrollo de los microorganismos apropiados o adicionar los mis-
mos en forma intencional, lo que plantea la disyuntiva de llevar a cabo una fermenta-
cién espontanea o una controlada.

I1l. EL ARTE O LA CIENCIA DE FERMENTAR VEGETALES

Los alimentos vegetales fermentados pueden obtenerse a través de una fermen-
tacion esponténea realizada por la microbiota epifitica de la matriz alimentaria; o
controlada mediante la inoculacion de cultivos iniciadores previamente selecciona-
dos por sus caracteristicas tecnoldgicas y funcionales, proporcionando consistencia y
mayor fiabilidad al proceso [11].
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En cualquiera de los casos, el proceso comienza con un acondicionamiento de
los vegetales que puede implicar o no, el lavado de los mismos, pelado (zanahorias,
remolachas, etc), blanqueado (legumbres), tratamiento alcalino (en aceitunas para
remover la oleuropeina), cortado y su ubicacion en recipientes apropiados con me-
dio salino, donde ocurre la fermentacion. El salado se puede realizar afadiendo la
sal en forma solida, o en forma de salmuera. La concentracion de sal utilizada varfa
ampliamente (desde 1% hasta 12% de NaCl segun el producto) y dependera de la
necesidad de mantener la textura, evitando el ablandamiento por enzimas pectino-
liticas vegetales y microbianas. Los recipientes se llenan y sellan de manera tal que
el material vegetal quede completamente sumergido para favorecer la anaerobiosis.
Bajo estas condiciones la fermentacién comienza inmediatamente.

[1l.LA. FERMENTACION ESPONTANEA

Como se menciond, los vegetales frescos pueden contener una alta carga mi-
crobiana después de la cosecha (hasta 10° microorganismos/g), representada por
bacterias Gram (-) y Gram (+), levaduras y mohos. Las BAL son menos prevalentes en
comparacién con otros microorganismos mesoéfilos, y conforman menos del 1% de
la poblacién microbiana enddgena (entre 0,15% a 1,5%) debido a sus altos requeri-
mientos nutricionales de aminoacidos, acidos grasos, vitaminas y minerales [12]. Si
bien el entorno de la planta no es adecuado para su desarrollo, el medio vegetal
puede enriquecerse mediante la salazon o la adicién de ingredientes proteicos para
su crecimiento [37]. Aunque se trata de una poblacidon pequena, las plantas son el
habitat natural de las siguientes BAL [11, 38]:

o Lactobacillus spp.: L. brevis, L. buchneri, L. casei, L. curvatus, L. fermentum, L.
plantarum, L. paraplantarum, L. pentosus, L. sakei.

Leuconostoc spp.: L. mesenteroides subsp. mesenteroides.

Pediococcus spp.: P acidilactici, P pentosaceus.

Enterococcus spp.: E. faecalis, E. faecalis var. liquefaciens, E. faecium.

Lactococcus spp.: L. lactis.

Weisella spp.: W. confusa, W. cibaria, W. paramesenteroides, W. soli.

Dadas las condiciones apropiadas (disponibilidad de nutrientes, concentracion de
sal, anaerobiosis y temperatura), los vegetales inician una fermentacion espontanea
que suele transcurrir en 4 etapas bien definidas en las que se observa una sucesion
microbiana determinada por el cambio en las condiciones ambientales que rodean
al sustrato en fermentacion:
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« Iniciacién: en esta etapa desarrollan los microorganismos Gram (-) y Gram (+)
presentes originalmente en la planta. La utilizacion del O, por la respiracion
de las células vegetales y los anaerobios facultativos como enterobacterias
incrementan la anaerobiosis durante los primeros 2 o 3 dias inhibiendo a los
aerobios como Pseudomonas 'y Flavobacterium. Junto a la disminucion del
O, lo hace el pH debido a la produccién de acidos lactico, acético, férmicoy
succinico. Puede generarse espuma por produccion de CO..

e Fermentacién primaria: implica el crecimiento sucesivo de BAL hetero-
fermentativas y homofermentativas como resultado del incremento en la
anaerobiosis y la salinidad; y la reduccion del pH. Las BAL que dominan la
fermentacion primaria incluyen L. mesenteroides, P. pentosaceus, L. brevis'y
L. plantarum. Las dos primeras especies no resisten altas concentraciones
de sal o acidificacion y disminuyen rapidamente, mientras que los lacto-
bacilos completan la mayoria de las fermentaciones vegetales. La mayor
parte de los carbohidratos disponibles (glucosa, fructosa y sacarosa) son
convertidos a &cidos organicos (lactico principalmente) hasta un nivel de
1,52 2,0% con un pH inferior a 4,0. Puede o no haber crecimiento de leva-
duras [39].

» Fermentacién secundaria: se caracteriza por el crecimiento de levaduras
a partir de la materia fermentable que permanece después de que el de-
sarrollo de las BAL resulta inhibido por los bajos valores de pH.

 Post-fermentacion: tiene lugar después de consumirse la materia fer-
mentable y se caracteriza, en general, por el crecimiento de microorganis-
mos oxidantes en la superficie de la salmuera si esta expuesta al aire [40].

Las BAL comienzan a proliferar durante la fase de iniciacion pero rapidamente
dominan la fermentacién primaria la cual se desarrolla de la siguiente manera: L. me-
senteroides inicia la fermentacion ya que crece mas rapidamente que otras BAL en
un rango amplio de temperaturas (5 a 35 °C) y con concentraciones de NaCl de 0
a 5%. L. mesenteroides produce una fermentacion heteroldctica de los azUcares ve-
getales (fructosa y glucosa), y produce acidos lactico, acético y CO,. La produccion
de acidos reduce rapidamente el pH, inhibiendo asi el desarrollo de microorganis-
mos indeseables y la actividad de sus enzimas. El CO, producido reemplaza el aire y
proporciona condiciones anaerébicas favorables para la estabilizacion del acido as-
corbico y el color natural de los vegetales. La bioconservacion se debe ademas a la
sintesis de una amplia variedad de metabolitos antagonistas primarios y secundarios
que incluyen etanol, H,0,y diacetilo, compuestos antifingicos y bacteriocinas [41].
La alta acidez producida por L. mesenteroides y otras BAL (como F. pentosaceus) inhi-
be posteriormente el crecimiento de estos microorganismos heterofermentativos a
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favor de BAL mas tolerantes a los dcidos (como L. brevisy L. plantarum). En la mayoria
de las fermentaciones vegetales, L. plantarum, que produce solo acido lactico a partir
de los azUcares restantes, supera a las otras BAL debido a su tolerancia dcida superior
[42]. No obstante, en vegetales en salmuera con concentraciones iniciales de NaCl
de 6 a 12%, como pepinos y aceitunas, os lactobacilos como L. plantarum dominan
la fermentacion desde el principio, con poca o ninguna evidencia de otras especies
heterolacticas presente.

En general, las fermentaciones vegetales espontaneas son sensibles a la contami-
nacién por microorganismos alterantes y patdgenos, lo que puede representar un
riesgo para la salud publica. Ademas, pueden conducir a variaciones en las propieda-
des sensoriales de los productos, segun la calidad de la materia prima, la temperatura
y las condiciones de cosecha [44]. Sin embargo, a pesar de sus limitaciones, la micro-
biota de los vegetales responsable de la fermentacién espontdnea merece atencion
como herramienta para aumentar la seguridad e inocuidad de estos alimentos, por lo
que las estrategias metagendmicas y metaboldmicas son de interés para caracterizar
a las comunidades microbianas que alli se establecen [45].

[11.B. FERMENTACION CONTROLADA

Muchas de las fermentaciones aplicadas a la elaboraciéon de alimentos han deja-
do de ser practicas artesanales para transformarse en procesos biotecnolégicos es-
tandarizados que permiten la elaboracion de productos de alta calidad con mejores
propiedades organolépticas, mas estables y homogéneos; y con menor probabilidad
de presentar alteraciones y contaminaciones por patégenos. En los alimentos fer-
mentados producidos industrialmente, generalmente se aplican “Buenas Practicas de
Manufactura” (BPM) y “Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control” (HACCP); la
implementacion de tales sistemas mejora los estdndares de higiene y reduce signifi-
cativamente el riesgo de eventos adversos para la salud publica [46].

Desde el punto de vista tecnoldgico, el desarrollo de cultivos iniciadores pro-
porciona una alternativa de relevancia econémica dentro de la cadena alimentaria,
aumentando la competitividad de la produccion, y abriendo nuevas fronteras en el
mercado de alimentos.

Los cultivos iniciadores son microorganismos inoculados en una matriz alimenta-
ria para reemplazar a su microbiota endégena y mejorar la fermentacion al impactar
sobre las propiedades nutricionales y funcionales, las caracteristicas organolépticas y
la sequridad [47].

Las BAL son los microorganismos mas utilizados para la elaboracion controlada de
alimentos. Al respecto, se han publicado listas autorizadas de microorganismos con
uso certificado en fermentaciones de alimentos, que cubren una amplia gama de
matrices, incluidos los vegetales [48].

La funcién principal de los cultivos iniciadores es la produccion de acido, princi-
palmente lactico, como resultado de su metabolismo. Sin embargo, la contribucién
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de los cultivos a las caracteristicas finales del producto no se limita al proceso de
acidificacion, sino que se completa con otras funciones como son la actividad pro-
teolitica y lipolitica, la sintesis de compuestos aromaticos mediante la producciéon de
alcoholes, cetonas o ésteres, la produccion de CO,, la generacion de EPS que contri-
buyen a mejorar la textura y viscosidad del producto fermentado, la produccién de
compuestos inhibidores como bacteriocinas y la presencia de actividades enzimati-
cas involucradas en la eliminacion de FAN [15, 49].

La fermentacion controlada de vegetales puede realizarse empleando dos tipos
de cultivos iniciadores: autéctonos o aléctonos. Los iniciadores autdctonos son aisla-
dos y reutilizados en la misma matriz de la cual provienen, mientras que los iniciado-
res aléctonos son aislados de una matriz alimentaria pero utilizados para fermentar
diferentes productos [11]. En general, el uso de cultivos autdctonos resulta mas reco-
mendable ya que proporcionan propiedades nutricionales, reoldgicas y sensoriales
mas deseables y una vida util mas prolongada al producto. Al respecto, Di Cagno
y colaboradores (2008) [50], compararon la fermentacion de jugo de tomate con
cultivos iniciadores formulados con cepas de L. plantarum autéctonas o aldéctonas
(aisladas de aceitunas verdes), observando que el iniciador aléctono presentaba
menor crecimiento y acidificacion y la producciéon de aldehidos (butanal, pentanal
y 2,4-hexadienal) causantes de off-flavours. Por el contrario, Ortiz Serrano y Gil (2007)
demostraron que el iniciador autdctono acidificaba méas rdpidamente la matriz ve-
getal previniendo el desarrollo de levaduras, sintetizaba compuestos volatiles positi-
vos para el flavour (3-metil-3-butan-1-ol, 2-3 butanodiona, 3-hydroxy-2-butanona) y
mantenia elevados los niveles de &cido ascorbico, glutation y actividad antioxidante
durante el almacenamiento [51].

La Tabla 1 resume algunas de las caracteristicas mas relevantes de los cultivos
aléctonos y autéctonos.

Tabla 1. Caracteristicas de los cultivos iniciadores aléctonos y autéctonos usados
para la fermentacion de vegetales.

Cultivos al6ctonos Cultivos autéctonos

- Aislados de una matriz y usados en otra. - Aislados y usados en la misma matriz.
- Son de uso general. - Son de uso especifico.
- Se seleccionan por poder acidificante. - Actividad acidificante y propiedades
- Baja adaptacion y flexibilidad metabdlica. tecnoldgicas y funcionales.
- Crecimiento lento y menor biomasa. - Adaptados a la matriz alimentaria y muy
- Escaso aporte a las propiedades sensoriales competitivos.

y funcionales. - Crecimiento rapido y mayor biomasa final.

- Aseguran propiedades nutricionales,
reolégicas y sensoriales apropiadas.

- Acidificacion y fermentacion més rapida.

- Inhibicion de enterobacterias y levaduras.

- Larga vida de estante al producto.
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Dependiendo del material a fermentar y de las caracteristicas deseadas para el
producto final, los cultivos iniciadores tanto autdctonos como aléctonos deben re-
unir una serie de propiedades. Algunos de los criterios de seleccién para iniciadores
aplicables a la fermentacion de chucrut, pickles, aceitunas y jugos vegetales son:

» Minimos requerimientos nutricionales.

» Crecimiento rapido y dominante en la matriz vegetal (aproximadamen-
te 8,0-9,0 log UFC/mL garantiza seguridad higiénica y eventuales efectos
probidticos).

 Capacidad de crecer en un amplio rango de NaCl, pH y temperatura.

« Méximo agotamiento de los azlcares fermentables en el menor tiempo
posible.

 Rapida acidificacion de la salmuera.

» Capacidad de producir solo L(+) &cido lactico.

« Tolerancia a la sal y al pH bajo.

« Sobrevida durante la fermentacion y el almacenamiento.

« Tolerancia a altas concentraciones de fenoles, abundantes en algunos ma-
teriales vegetales.

« Baja o nula produccién de productos quimicos téxicos (por ejemplo, ami-
nas bivgenas).

» Ausencia de actividad pectinolitica.

« Sintesis de compuestos antimicrobianos (por ejemplo, bacteriocinas).
« Resistencia a bacteridfagos de cepas naturales.

e Disminucion de la concentracion de nitratos (nitrato reductasa +)

« Estabilidad genética.

» Potencial conservacion por secado, congelacion o liofilizacion.
 Produccion econdmica al acortar el tiempo de fermentacion.
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Al presente, la mayoria de las fermentaciones vegetales recurren a la fermenta-
cion espontanea reinoculando (backslopping) la salmuera madre o masa madre acida
(sourdough) para favorecer la selecciéon de las BAL mejor adaptadas. Sin embargo, las
demandas actuales de los consumidores y de la industria por acceder a certificacio-
nes de calidad, exponen la necesidad de desarrollar procesos de fermentacién con-
trolados que permitan obtener productos seguros y reproducibles. En consecuencia,
es de esperarse que el uso de cultivos iniciadores para la manufactura de productos
vegetales fermentados gane importancia en el futuro. Actualmente, pueden encon-
trarse en el mercado cultivos iniciadores de BAL con cepas de L. plantarum, L. xylosus,
L. celobiosusy L. sakei para productos vegetales fermentados [12].

IV. MODALIDADES DE FERMENTACION DE LOS VEGETALES

La transformacion de la fermentacion artesanal y/o experimental hacia una de
tipo industrial implica la amplificaciéon del proceso desde una técnica doméstica
y/0 de laboratorio a otra a gran escala. El desarrollo de fermentaciones controladas
permite no solo la obtencion de alimentos mejorados nutricional y sensorialmente,
sino también la sintesis industrial de metabolitos secundarios (enzimas, compuestos
bioactivos, etc.) [52]. Para ello se han desarrollado dos modalidades de proceso: la
fermentacion sumergida o liquida (FSm) que se basa en el cultivo de los microorganis-
mos en un medio liquido conteniendo nutrientes y la fermentacion en sustrato sélido
(FSS) que consiste en el crecimiento microbiano y formacion de productos sobre
un soporte sélido en presencia de la minima disponibilidad de agua para permitir
su desarrollo y metabolismo [53]. Estos sistemas se definen y optimizan en base a
pardmetros tales como el tipo de sustrato, organismo fermentador y condiciones
ambientales (pH, temperatura, aireacion, humedad, etc). La Tabla 2 resume en forma
comparativa las caracteristicas mas relevantes de cada proceso. Ambos sistemas de
fermentacion se aplican a la obtencion de alimentos fermentados vy a la sintesis a
granel de compuestos de interés a partir de matrices vegetales.

IV.A. FERMENTACION SUMERGIDA (FSm)/ FERMENTACION Liquipa (FL)

Este tipo de fermentacion es las mas practicada en el hemisferio occidental. La
FSm emplea sustratos solubles que fluyen libre y homogéneamente en un medio
liquido, por lo que resulta adecuada para el empleo de bacterias como organismos
fermentadores debido a su elevada demanda de agua (a,,>0,8). Los sustratos suelen
agotarse rapidamente y deben ser constantemente reemplazados o suplementados,
y los productos de interés se secretan en el medio de fermentacion. Como ventajas
operativas pueden destacarse la relativa facilidad del monitoreo (pH, oxigeno disuel-
to, temperatura, concentracion de solutos), separacion de la biomasa después de la
fermentacion, mezclado, aireacion y escalado. La FSm se ha empleado con éxito para
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la obtencién de diferentes compuestos fendlicos con actividad antioxidante a partir
de diferentes matrices vegetales y con diferentes microorganismos [54]. Por ejemplo,
la FSm de pomaza de manzana por Phanerochaete chrysosporium ha sido usada para
producir enzimas ligninoliticas, incrementando su contenido de polifenoles y antio-
xidantes [50]. De igual manera, se ha logrado la sintesis de importantes antioxidantes
como los acidos galico, elagico y fertlico empleando Aspergillus spp., Bacillus y BAL a
partir de salvado de arroz, y de desechos agroindustriales [55, 56, 57].

En el caso de alimentos vegetales, la FSm aplicada a la elaboracion de bebida de soja
empleando una cepa de L. rhamnosus productora de 3-glucosidasa resultd en un pro-
ducto con mayor contenido de agliconas de isoflavonas con actividad antioxidante [10].

Por su parte, los encurtidos, son cuerpos sélidos inmersos en un medio liquido; en
los que el crecimiento microbiano esta determinado por la salida de los nutrientes
desde el vegetal hacia el liquido que lo rodea. La fermentacion tiene lugar principal-
mente en la salmuera aunque se ha comprobado por microscopia electrénica que
las BAL también se desarrollan en el interior de los vegetales [38]. Esta fermentacion
puede realizarse en tres modalidades [58], que se describen a continuacion.

IV.A.1. SALADO EN SECO

En este proceso, el NaCl se agrega a los vegetales, (2% con respecto al peso seco
generalmente) extrayendo el jugo de los mismos y creando la salmuera. El chucrut,
por ejemplo, es un vegetal fermentado salado en seco. El vegetal se corta, se lava
con agua potable y se coloca en el recipiente de fermentacion el NaCl. Se agrega
otra capa de vegetales y se repite el proceso hasta que el contenedor esté lleno tres
cuartos, colocando peso para comprimir los vegetales y contribuir a la formacion de
la salmuera. A las 24 h aproximadamente se ha constituido la salmuera, y comienza la
fermentacion con aparicion de burbujas de CO,. La fermentacion culmina cuando no
hay mas burbujas, transcurridas entre 1y 4 semanas dependiendo de la temperatura
ambiente. En climas célidos, solo requiere de 8 a 10 dias; mientras que en climas fres-
cos pueden ser necesarias de 2 a 4 semanas [59, 60].

IV.A.2. SALADO EN SALMUERA

En este proceso, se prepara una salmuera disolviendo NaCl en agua. La salmue-
ra se emplea para vegetales que contienen inherentemente un menor contenido
de agua. Las aceitunas en salmuera son un ejemplo de ello. El NaCl ayuda a que
los alimentos pierdan agua por presién osmatica favoreciendo su conservacion e
inhibiendo el desarrollo de microorganismos indeseables. El NaCl penetra en los te-
jidos vegetales y salen carbohidratos, compuestos nitrogenados, minerales y otras
sustancias que son utilizadas durante la fermentacion. En la salmuera se desarrolla
una microbiota mixta en la que predominan las BAL. Estas acidifican el medio y ba-
jan el pH lo suficiente para prevenir el desarrollo de microorganismos patdégenos y
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alteradores sin descomponer celulosa o protefnas. Es crucial que la concentracion de
NaCl no caiga por debajo del 10%; de lo contrario, las condiciones no permitiran la
fermentacion. Para alcanzar este nivel, se agrega NaCl adicional periddicamente a la
salmuera. Una vez que se produce la salmueray el sellado del recipiente, el desarrollo
de los microorganismos es rapido. Durante la fermentacion, la difusion de &cidos or-
ganicos en la salmuera y el bajo pH resultante, influyen en el crecimiento microbiano.
A medida que los azucares se difunden de los vegetales a la salmuera, las BAL crecen
rapidamente. Si se preparan y almacenan adecuadamente, los productos fermen-
tados se conservaran durante mucho tiempo. Practicamente todos los problemas
pueden atribuirse al descuido en la proteccion de la superficie de la salmuera. A ve-
ces es necesario eliminar las levaduras y los mohos que han crecido en la superficie.
Debaryomyces hansenii'y Pichia membranaefaciens se encuentran entre las levaduras
de descomposicion mas comunes en salmuera. Para evitar el deterioro microbiano y
especialmente el crecimiento de levaduras y mohos en la superficie de la salmuera
o dentro del producto, se permite la adicion de conservantes quimicos como acido
sorbico, acido tartarico, acido acético y/o acido benzoico en varios paises [61].

IV.A.3. VEGETALES FERMENTADOS NO SALADOS

Algunos vegetales pueden ser fermentados por BAL, sin adicion previa de NaCl o
generacion de salmuera. Los ejemplos de productos sin sal incluyen gundruk (con-
sumido en Nepal), sinki y otras hojas fermentadas marchitas [62, 63]. El proceso de
fermentacién se basa en la rapida colonizacién de los alimentos por lactobacilos que
favorecen una atmosfera anaerodbica, asegurando la restricciéon de oxigeno e inhi-
biendo de esta manera el crecimiento de levaduras.

[V.B. FERMENTACION EN SUSTRATO SoLIDO (FSS)

Este modelo de fermentacion se encuentra profundamente arraigado en la cul-
tura oriental y ha sido usado por siglos en paises asiaticos para la elaboracion de
alimentos. Sin embargo, en las Ultimas décadas la FSS ha recibido creciente atencion
por parte de los investigadores de todo el mundo y ha comenzado a utilizarse con
mayor frecuencia en occidente para obtener enzimas, compuestos de aroma y sabor,
colorantes, cidos organicos, antibioticos, polifenoles, biosurfactantes y otras sustan-
cias de interés para la industria de los alimentos [53]. Esto se debe a que el proceso
presenta numerosas ventajas con respecto a la FSm. Por una parte, es mas eficiente,
ya que proporciona altos rendimientos de conversion de sustrato a producto, con
menores costos de inversion y operacion: el bajo volumen de liquido que precisa la
FSS tiene impacto en la economia del proceso al requerir fermentadores de menor
tamano, extraccion y purificacion del producto mas simples (menor downstream),
facil aireacion y menor demanda de esterilidad [64, 65]. La utilizacion de residuos
agroindustriales como sustratos en muchas FSS es, ademas, una alternativa ecoldgica
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para el aprovechamiento y agregado de valor a estos subproductos solucionando
el problema de su disposicion final como contaminantes ambientales. La principal
desventaja de la FSS se relaciona con el escalado del proceso debido a problemas de
transferencia de calor y masa y homogeneidad del cultivo por lo que los esfuerzos se
han dirigido al desarrollo de biorreactores adecuados [66, 67].

La FSS es un proceso fermentativo ejecutado sobre un medio no sumergido, en
ausencia de agua libre, donde se usan sustratos solidos que sirven como fuente de nu-
trientes y soporte fisico para los microorganismos (aunque también se puede usar su-
perficies inertes impregnadas con soluciones nutritivas). El bajo contenido de humedad
favorece el empleo de hongos y levaduras como organismos fermentadores debido a
su capacidad de crecer con menor disponibilidad de agua (a,, 0,5-0,6), aunque se ha
demostrado que las bacterias también pueden desarrollarse. El fundamento de la FSS es
proveer al microorganismo cultivado un ambiente semejante a su ambiente natural ya
que ésta seria la razon de su mejor desempefio y mayor productividad en comparacion
con la FSm. La optimizacion del proceso de FSS (independientemente de la aplicacion)
suele enfocarse inicialmente en la seleccién del microorganismo y el sustrato seguido
de la evaluacion de los pardmetros necesarios para alcanzar el maximo crecimiento y
actividad. Estos factores incluyen temperatura, pH, aireacion, actividad de agua y hu-
medad, naturaleza y propiedades del sustrato solido como tamafno de particulas, etc.
y suelen analizarse aplicando disefios factoriales y metodologia de superficie de res-
puesta [68, 69] o herramientas biotecnolégicas modernas que involucran algoritmos
de aprendizaje de maquinas (machine learning) como las redes neuronales artificiales
(ANN, por sus siglas en inglés) para identificar los factores criticos y sus interacciones.

Numerosos alimentos vegetales fermentados asociados a culturas locales, pero
que han trascendido fronteras, son producidos alrededor del mundo empleando FSS
con hongos y bacterias, como por ejemplo, el kimchi (Corea); miso (Japon, China);
tempeh (Indonesia); tofu (China), pozole (México) y torani (India). Durante la FSS de
estos alimentos, diferentes enzimas, particularmente amilasas, proteasas, lipasas pro-
ducidas por los microorganismos fermentadores hidrolizan los polisacaridos, protei-
nas y lipidos a compuestos de sabor, aroma y textura placenteros y disminuyen el
contenido de FAN como inhibidores de proteasas, acido fitico, taninos y oligosacari-
dos no digeribles [53]. El ejemplo mas emblematico y antiguo de aplicacion alimen-
taria de la FSS es la utilizacion de hongos del género Aspergillus para elaborar koji, un
preparado enzimatico de amilasas y proteasas obtenido del crecimiento del hongo
sobre arroz cocido que se usa para elaborar bebidas, o para preparar alimentos fer-
mentados tradicionales de la cocina asiatica, como el kimchi, el sake y el miso, estos
dos ultimos a partir de arroz y soja, respectivamente.

También se ha demostrado empleando FSS vy diferentes microorganismos (B. sub-
tilis, L. plantarum, L. sakei, W. paramesenteroides, P pentosaceus, P acidilactici, Cordyceps
militaris) el incremento en el valor nutritivo (protefnas y lipidos), enriquecimiento en
compuestos fendlicos y mayor actividad antioxidante de garbanzos, habas, soja, arve-
jas, poroto negro y otras variedades de legumbres sub-explotadas [68, 70, 71, 72-74].
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La FSS es usada también para la produccién de enzimas relevantes para la in-
dustria alimentaria como a-amilasa, inulinasa, a-galactosidasa, proteasas, levansaca-
rasas, invertasa, etc. [52, 53]. Varios estudios in vitro han demostrado que la FSS es
una tecnologia promisoria para el enriquecimiento nutricional y de las propiedades
antioxidantes de alimentos vegetales elaborados con cereales y legumbres y forrajes
animales. Sin embargo, estudios in vivo y toxicolégicos son esenciales antes de su
aplicacion como alimentos ricos en antioxidantes para beneficiar la salud humana.
Por lo expuesto, la FSS se proyecta actualmente como un excelente proceso para el
mejoramiento de la calidad nutricional y las propiedades promotoras de la salud de
vegetales como las legumbres.

Tabla 2. Caracteristicas comparativas de la fermentacién en estado liquido y
solido.

Fermentacion sumergida/liquida Fermentacion en sustrato sélido

- Agua altamente disponible. El medio - Agua escasa. El medio no fluye porque es

fluye libremente.

Mas apropiada para bacterias.

Nutrientes provenientes de fuentes
diversas.

Distribucién uniforme en el medio.

El medio esta constituido por dos fases:
una liquida y una gaseosa (O, disuelto).
Inéculo pequeio para iniciar el cultivo.
Producto final diluido, requiere etapas de
extraccion y concentracion.

solido.

Mas apropiada para hongos.

La fuente de nutrientes es el sustrato
solido (fuentes naturales o soporte
impregnado).

Existe gradiente de nutrientes.

El medio tiene 3 fases: liquida, gaseosa y
solida. El oxigeno esté en la fase gaseosa.
Indculo grande para iniciar el cultivo.

- Alta productividad (sustrato - producto).

Se obtiene el producto ya concentrado.
- Menor requerimiento de agua y energia.
- Bajo costo.
- Usa subproductos de la agroindustria.
- Ambientalmente amigable (escaso
volumen de efluentes).

V. LAS ESTRELLAS DEL MERCADO: VEGETALES FERMENTADOS TRADICIONALES
Y EMERGENTES

Las materias primas utilizadas en la fermentacién de vegetales, deben ser frescas,
sanas, limpias, con adecuada madurez, sin alteraciones, textura firme y de tamafno
uniforme (enteras o fraccionadas) dentro de un mismo envase (Capitulo 11, Cédigo
Alimentario Argentino). El producto fermentado final puede distribuirse fresco o pas-
teurizado. Si los vegetales fermentados se van a distribuir sin pasteurizar, es esencial
que se hayan metabolizado todos los carbohidratos fermentables. De lo contrario,
puede ocurrir una fermentaciéon secundaria causada por levaduras y que da como
resultado el deterioro gaseoso, la turbidez de la salmuera y probablemente una

249



CAPITULO 9 - HORTALIZAS Y LEGUMBRES FERMENTADAS

fermentacion alcohdlica. Entre los alimentos vegetales fermentados mas reconoci-
dos podemos mencionar los siguientes:

V.A. PEPINOS CHICOS O PEPINILLOS

Los pepinos chicos o pepinillos fermentados se encuentran entre los pickles de ma-
yor difusién a nivel mundial. En su fermentacion participan distintos microorganismos
que se van sucediendo conforme sus resistencias a la salinidad y acidez del medio.
Los recuentos de BAL oscilan entre niveles indetectables (<10') a 108 UFC/g [75]). Su
desarrollo libera acidos organicos, CO,, aldehidos, ésteres, entre otros, que causan el
descenso del pH, el bouguet, y las condiciones dptimas de conservacion. Los pepinos
maduros y de calidad adecuada, se sumergen durante 1 a 4 h en recipientes abiertos
con agua corriente frfa y limpia a fin de eliminar todos los contaminantes y restaurar
la firmeza perdida durante el transporte y el almacenamiento. Luego de la inmersion,
se lavan para reducir el recuento microbiano inicial y favorecer el desarrollo de las BAL
[76]. La fermentacion se realiza en salmuera con aproximadamente 5-7% de NaCl. Este
alto nivel de sal inhibe el crecimiento de microorganismos indeseables, selecciona las
BAL y ayuda a retener la textura firme [77]. Ademads, inhibe las enzimas pectinoliticas
y proteoliticas que pueden causar ablandamiento vegetal y putrefaccion adicional.
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Pediococcus spp. son las principales BAL natural-
mente presentes en la superficie del pepino y responsables de la fermentacion. Si bien
la fermentaciéon espontanea todavia se usa ampliamente en la produccion tradicional
domeéstica, el uso de cultivos iniciadores como L. plantarum, L. rhamnosus, L. gasseri y L.
acidophilus, proporcionaria reproducibilidad en la elaboracion a escala industrial [78].
El tiempo de fermentacion depende de la temperatura. Se ha informado un rango de
temperatura optimo de 15 °C a 18 °C pero se pueden aplicar temperaturas mas bajas
(7-8 °C) y perfodos mas largos [79] hasta alcanzar un pH final entre 3,1y 3,5. Para me-
jorar el sabor, frecuentemente se afaden especies o hierbas aromdticas [79] y puede
usarse a nivel industrial conservantes quimicos, como las sales de acido ascérbico o
benzoico [80]. Desde el punto de vista tecnoldgico y de la salud, se ha informado que
los pepinos fermentados pueden ser una fuente de BAL con capacidad para producir
bacteriocinas, oligosacaridos y polisacaridos. Halamiy col. (2005) [81] y Singh y Ramesh
(2008) [82], aislaron BAL productoras de bacteriocinas tipo pediocina, plantaricina A,
mesentericina, enterocina Ay nisina con actividad antilisteria de pepinos fermentados.
Ademas, polimeros de dextrano, a-glucanos y 3-glucanos y oligosacéridos prebidticos
sintetizados por las BAL de pepinos fermentados han mostrado potencial inmunomo-
duladory anticancerigeno [79, 83].

V.B. CHucRuT

Se entiende por chucrut (del francés choucroute), sauerkraut (del aleman sauer:
agrio, kraut: repollo), repollo acido, col 4cida, col agria, el producto preparado por
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fermentacion lactica de las hojas finamente picadas de las diversas variedades horti-
colas de repollo blanco y duro (Brassica oleracea), limpios, sanos, con o sin condimen-
tos (art. 976, CAA.).

El chucrut es un vegetal fermentado salado en seco consumido mundialmente
[59, 84]. Dado que el nucleo de la col contiene sacarosa, que puede conducir a la
formacién de dextrano por L. mesenteroides dando una textura viscosa o fibrosa, las
hojas externas y el nlcleo lefoso del repollo se eliminan antes de triturarlo o picarlo.
La adicion de sal es necesaria para inhibir el crecimiento de microorganismos alte-
rantes (Pseudomonas, Flavobacterium, coliformes, y varios hongos) y la actividad de
las enzimas pectinoliticas enddgenas responsables del ablandamiento, favoreciendo
la seleccion de las BAL [46, 84]. Después de la salazon, el repollo finamente triturado
se coloca en recipientes de fermentacion bajo presién para excluir el aire, se cubren
con una tapa para permitir el desarrollo de la anaerobiosis y se deja fermentar desde
una semana a varios meses. Para aumentar el aroma y sabor del chucrut, se pueden
agregar especias, vinos y otros ingredientes [43]. Después de la fermentacion, el chu-
crut se conserva en latas de metal o frascos de vidrio [84]. El producto final se puede
envasary pasteurizar, o distribuir de manera fresca. Solo este Ultimo formato contiene
MiCroorganismos Vivos [46].

Segun el Codigo Alimentario Argentino, este producto debe ser de color blanco
amarillento, con un contenido de NaCl no menor de 2% ni mayor de 3,5%; con una
acidez expresada en &cido lactico no inferior de 1%, y un pH no mayor de 4,1. Si la
concentracion de NaCl se ajusta al 2%y la temperatura se mantiene a 18 °C, se puede
producir sin un cultivo iniciador. Se estima que los recuentos de BAL del chucrut osci-
lan entre 103y 108 UFC/g [75] y que la acidez desarrollada puede inhibir el desarrollo
de Clostridium botulinum vy la liberacion de sus neurotoxinas [85]. La fermentacion
espontanea es iniciada por L. mesenteroides, seguida por lactobacilos heterofermen-
tativos, y finalmente por lactobacilos homofermentativos [86]. A pesar de que las es-
pecies involucradas en la fermentacién varian segun la ubicacion, L. mesenteroides y L.
plantarum se encuentran generalmente entre las principales [46]. En afios recientes,
se ha propuesto el uso de cultivos iniciadores para garantizar la uniformidad del pro-
ducto pero faltan iniciadores comerciales adecuados para la fermentacion de repollo,
por lo que su desarrollo sigue siendo un desafio [84].

Desde el punto de vista de la salud se han informado efectos benéficos del con-
sumo de chucrut, debido a su contenido de glucosinolatos y su hidrolisis durante la
fermentacion a derivados con propiedades anticancerigenas [85]. Ademas, el chucrut
contiene altos niveles de vitaminas C y E, y compuestos fendlicos que actian como
potentes antioxidantes [87].

V.C. ACEITUNAS

De acuerdo al Cédigo Alimentario Argentino, se entiende por aceitunas en sal-
muera, el producto obtenido por la fermentacion lactica de los frutos de las distintas
variedades del olivo (Olea europaea L), envasadas con una solucién de cloruro de
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sodio; con o sin la adicion de acidos (art. 950, CAA)).

Existen 2 modalidades generales de fermentacion: en la produccion de las aceitunas
verdes, los frutos inmaduros son tratados durante 10 h con NaOH (1 a 3%) para hidroli-
zar la oleuropeina que da sabor amargo e inhibe el desarrollo de las BAL. Luego se lavan
con agua por varias horas y se colocan en salmuera 5-8% con el agregado de azlcares
fermentables. La fermentacion dura varias semanas y es llevada cabo principalmente
por L. plantarum [88]. Otras BAL encontradas en las aceitunas pertenecen a especies
como L. casei, L. mesenteroides y P pentosaceus, mientras que las levaduras suelen es-
tar representadas por Pichia membranaefaciens, P fermentans, Saccharomyces cerevisiae,
Candida oleophila, Candida silvae y Cystofilobasidium capitatum [89]. El pH inicial de la
fermentacion puede ser superior a 7 y la microbiota puede incluir también a Bacillus
spp. y enterobacterias (Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella y Escherichia spp.).

A medida que los acidos organicos se acumulan y el pH disminuye por debajo de
6, las BAL, principalmente L. plantarum, dominan la fermentacion. El producto final
debera tener un pH aproximadamente de 3,8-4,2, una acidez titulable de 0,4-0,7% de
acido lactico, y una concentracion de sal que varia de 4 a 8% (p/v) [90].

Las aceitunas negras no reciben un tratamiento con NaOH antes de la salmuera
por lo que la fermentacion es un proceso mucho mas lento debido a la presencia de
la oleuropeina [43]. En este sistema, las aceitunas se ponen directamente en salmue-
ra a 6-10% NaCl. La eliminacién de compuestos amargos se debe a las actividades
enzimaticas (principalmente 3-glucosidasa y esterasa) de los microorganismos indi-
genas y a la difusion de polifenoles. El proceso de fermentacion puede durar 8 a 12
meses y se realiza por una poblacion mixta de levaduras (Saccharomyces, Hansenula,
Candida, Torulopsis, Debaryomyces, Pichia, Kluyveromyces, y Cryptococcus) y BAL, aun-
que estas son menos significativas y por lo tanto el contenido de 4cido es menor [91].
El producto final tiene un pH de 4,5-4,8 y acidez total de 0,4-0,7% de &cido lactico.
Esto no es suficiente para la estabilidad del producto por lo que el contenido de sal
debe superar el 10% en el almacenamiento. Para mejorar la fermentaciéon y producir
productos finales consistentes es recomendable el uso de cultivos iniciadores[7, 92].
Debido a su contenido de &cidos grasos monoinsaturados (omega-9), el consumo de
aceitunas y su aceite pueden prevenir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
[93]. Ademas, otros componentes menores, como los tocoferoles y compuestos fe-
nolicos, tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas [94].

V.D. SALSA DE soJA

La salsa de soja es un condimento fermentado oriental cada vez més popular pro-
ducido a través de un proceso de fermentacién de dos pasos llamados koji (fermenta-
cion en sustrato solido) y moromi (fermentaciéon en salmuera) [95]. En su elaboracion
mas tipica se emplean cuatro ingredientes: soja, trigo, sal y agua. Las proteinas de
la soja son las que dan origen al sabor caracteristico mientras que los hidratos de
carbono del trigo son los componentes responsables del aroma y del dulzor. Se han
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identificado casi 300 compuestos aromaticos en la salsa de soja: alcoholes, cidos,
ésteres y aldehidos son los compuestos aromaticos mas abundantes [96].

La soja se sumerge en agua y luego se cuece al vapor. El trigo se tuesta a altas
temperaturas y luego se tritura a fin de facilitar su posterior fermentacion. Una vez
acondicionados los ingredientes, se mezclan cantidades iguales de soja hervida y
de trigo tostado a los que se afiade un cultivo de esporas del hongo Aspergillus. Esta
preparacion se conoce como shoyu koji. Se utilizan tres especies, caracterizadas por
su actividad proteolitica, para la elaboracion de la salsa de soja: A. oryzae, A. sojae y A.
tamari. £l shoyu koji se traslada hasta un tanque donde se sumerge en una solucion
de salmuera que contiene NaCl al 18-22% [97], y se la deja fermentar. A la mezcla
de shoyu koji y salmuera se la denomina moromi. En la fermentacion del moromi se
distinguen una fermentacion lactica y una fermentacion alcohdlica. En la produccion
moderna, se utilizan también cultivos mixtos de la BAL Tetragenococcus halophilus, |a
levadura Zygosaccharomyces rouxii y especies de Candida para lograr una calidad de
producto consistente [97]. El proceso de fermentacion puede durar hasta tres meses
y luego el moromi se somete a un proceso de refinaciéon, que incluye prensado, filtra-
cién, pasteurizacion y envasado [98]. La salsa de soja cruda se pasteuriza a 70-80 °C
durante 30 minutos [99] para prolongar su vida Util inactivando microorganismos y
enzimas residuales. Ademas, durante el proceso de calentamiento se generan varios
compuestos aromaticos [100]. Dos de los compuestos aromaticos mas importantes
en la salsa de soja, 4-hidroxi-2, 5 dimetil-3 (2H) -furanona (4-HDMF) y 4-hidroxi-2-etil-
5-metil- 3 (2H) -furanona (4-HEMF), se producen a partir de pentosas a través de la
reaccion de Maillard durante el calentamiento [101]. La salsa de soja envasada en
recipientes de plastico y vidrio tiene una vida util de 1,5y 3 afos, respectivamente. En
el mercado puede encontrarse un sucedaneo de la salsa tradicional, conocida como
salsa de soja quimica, la cual se produce sin ninguna fermentacion, por hidrdlisis qui-
mica de harina de soja desgrasada, con agregado de colorante caramelo, jarabe de
maiz u otros endulzantes, extracto de malta y en ocasiones glutamato monosaodico.

Los estudios muestran que la salsa de soja contiene componentes bioactivos y
presenta varias funciones bioldgicas, que incluyen actividades anticancerigenas, anti-
microbianas, antioxidantes y antiplaquetarias, disminucién de la presion arterial e in-
hibicion de la enzima convertidora de angiotensina | [102]. Ademas, los polisacaridos
que se originan en la pared celular de la soja mejoran la absorciéon de hierroy reducen
los niveles elevados de triacilglicerol, tienen actividades antialérgicas y efectos requ-
ladores sobre el sistema inmune [103].

V.E. KimcHi

De acuerdo con el Codex Alimentarius, el kimchi, declarado patrimonio cultural
inmaterial por la Unesco, es un producto fermentado preparado con variedades de
col china (Brassica rapa pekinensis) y otros vegetales a manera de condimento como
pimentdn rojo, ajo, pimienta, mostaza, jengibre, pepino y rdbano, emblematico de la
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cultura coreana [45]. Para su preparacion las coles deben ser cortadas, saladas, lava-
das con agua potable y escurridas. Luego se colocan en solucién salina (5-7%) por 12
hy se lavany escurren nuevamente.

La fermentaciéon es principalmente una fermentaciéon espontanea de BAL [12],
en la que intervienen los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Lactococcus y
Pediococcus [104, 105], aunque también se observa un cierto crecimiento de bacte-
rias aerobicas, levaduras y mohos. El kimchi resultante generalmente contiene alre-
dedor de 108-10° UFC/g de BAL. Tipicamente, L. mesenteroides inicia la fermentacion
pero se inhibe rapidamente por la concentracion creciente de &cido lactico siendo
reemplazado por especies mas tolerantes como L. brevis en una etapa intermedia y
luego por L. plantarum en el final de la fermentacién. De todas formas se considera
que el kimchi de mayor sabor se obtiene antes del crecimiento masivo de L. planta-
rumy L. brevis,a un pH de 4,5. Finalizada la fermentacion, el kimchi se madura durante
varias semanas bajo refrigeracion [104].

Las BAL presentes en el kimchi producen varios compuestos ademas de acidos or-
ganicos, incluyendo CO,, etanol, manitol, bacteriocinas, acido y-amino butirico, orni-
tina, cido linoleico conjugado y oligosacaridos que contribuyen a sus caracteristicas
nutricionales y funcionales. Se ha informado que el kimchi tiene efectos anticanceri-
genos, antioxidantes, antiateroscleroticos, antidiabéticos y antiobesidad adjudicables
a sus compuestos bioactivos [106, 107]. Ademas, este producto fermentado contiene
niveles despreciables o nulos de NOs, NO,, nitrosaminas y aminas biogénicas.

Hasta la fecha, no se ha establecido un enfoque racional para controlar la comu-
nidad microbiana durante la fermentacion de kimchi, lo que dificulta la obtenciéon de
productos comerciales y de alta calidad. Desde comienzos del siglo 21, la industria
del kimchi ha probado cepas de L. mesenteroides, L. citreum o L. plantarum como cul-
tivos starter para lograr una mejor y mas estable calidad organoléptica [108], demos-
trando una mayor aceptacion general en base al sabor, y potenciales beneficios a la
salud en comparacién con el kimchi fermentado naturalmente [109]. Sin embargo,
se ha sugerido que el uso diario de cultivos puros puede promover el desarrollo de
bacteriéfagos y defectos en la fermentacion, al influenciar el crecimiento, viabilidad y
dindmica poblacional de las BAL [110].

V.F. SILOS PARA CONSUMO ANIMAL

El ensilaje es una técnica de preservacion de forrajes destinados a consumo animal,
que se logra por medio de una fermentacion lactica bajo condiciones anaerébicas. La
elaboracion de silos permite obtener un alimento de alta calidad nutricional (mejoran-
do la performance productiva de los bovinos) y mayor palatabilidad a un costo relativa-
mente bajo, estabilizar la oferta de nutrientes durante todo el ahio manteniendo cargas
mas elevadas y disminuir el riesgo climatico de la produccion de pasturas.

Las BAL naturalmente presentes, o agregadas ex profeso, pueden fermentar vege-
tales usados para alimentacion animal tales como maiz, sorgo, alfalfa, avena, rye-grass,
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trigo, cebada, sojao malta [111], produciendo acido lactico y en menor cantidad acido
acético que disminuyen el pH del ensilado a un nivel que inhibe a microorganismos
que causan putrefaccion. Una vez que el material fresco ha sido almacenado, com-
pactado y cubierto para excluir el aire, el proceso se puede dividir en cuatro etapas
[112]: en la fase aerdbica, que dura pocas horas, el oxigeno disminuye rapidamente
debido a la respiracion de los materiales vegetales y a microorganismos aerébicos/
aerdbicos facultativos como levaduras y enterobacterias. Ademas, hay una actividad
importante de varias enzimas vegetales, como las proteasas vy las carbohidrasas. La
fase de fermentacion comienza al producirse un ambiente anaerdbico, y se extiende
por varios dias a semanas. Si se desarrolla con éxito, las BAL se convierten en la po-
blacion predominante y el pH desciende a valores entre 3,8 a 5,0. Luego se desarrolla
una fase estable en la que se reducen la mayoria de las poblaciones microbianas.
Solo algunas proteasas, carbohidrasas y microorganismos heterofermentativos como
L. buchneri, contindan activos. Finalmente, con la apertura del silo y la exposicion del
ensilaje al aire, comienza la fase de deterioro aerébico.

Si bien la fermentacion lactica puede tener lugar por la actividad espontédnea de la
microbiota naturalmente presente en el material utilizado, también puede inducirse,
controlarse y estandarizarse mediante el empleo de inoculantes para silos, formula-
dos principalmente con lactobacilos [113], lograndose asi beneficios nutricionales
y econdmicos en comparacion con la fermentacion espontanea [114]. En general,
los inoculantes compuestos por bacterias homofermentativas son usados para re-
ducir las pérdidas de energfa, nutrientes y materia seca asociadas a fermentaciones
secundarias, mientras que los inoculantes con bacterias heterofermentativas, son
utiles para inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables y, de este modo,
mejorar la estabilidad aerdbica. El rol complementario de las bacterias homofermen-
tativas y heterofermentativas en la fermentacion del silo ha llevado al desarrollo de
inoculantes que combinan ambos tipos de bacterias [115]. El empleo apropiado de
estos productos, permite controlar y dirigir la fermentacién microbiana favoreciendo
la répida disminucion del pH, evitando la proliferacion de clostridios, enterobacterias,
Listeria spp., hongos y levaduras, la produccién de nitrdgeno amoniacal, acido butiri-
coy micotoxinas. Esto redunda en una mayor calidad del alimento, mayor estabilidad
aerdbica una vez abierto el silo y una mayor receptibilidad por parte del ganado.

Es importante destacar que las micotoxinas representan un peligro sanitario de
especial relevancia, ya que sus efectos toxicos son de curso crénico, e incluyen carci-
nogenicidad, inmunosupresion y disrupciones endocrinas [116]. Si consideramos las
pérdidas econdmicas que originan estos compuestos y el potencial impacto sobre la
salud, tanto de los animales como de los seres humanos, es evidente el interés que
puede suscitar la aplicacion de BAL a las materias primas destinadas a la alimentacion
del ganado, como una estrategia para aminorar los peligros microbioldgicos mas co-
munmente implicados y de esta manera, fomentar la sanidad animal, favorecer el
rendimiento productivo y promover la salud publica [117].
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V.G. LEGUMBRES FERMENTADAS

Las legumbres representan, por suimportancia a nivel mundial, la sequnda fuente
de alimentos vegetales para la alimentacion humana y animal, después de los cerea-
les. Las legumbres mas reconocidas como el poroto, garbanzo, lenteja y oleagino-
sas como la soja, son ampliamente producidas y consumidas en paises de América
Latina, Asia y Africa en los que existe acceso limitado a la proteina de origen animal,
0 su ingesta se encuentra restringida por habitos culturales o religiosos [114]. Su va-
lor biolégico esta dado por su elevado contenido de proteinas (20-40 % de su peso
seco), carbohidratos complejos, lipidos insaturados, fibra dietaria, vitaminas (B y E),
minerales (calcio, hierro, potasio, magnesio y fésforo) y fitoquimicos (péptidos, isofla-
vonas, acidos fendlicos, etc.) con efectos beneficiosos [119] [120]. Al respecto, se ha
demostrado el potencial de las legumbres para prevenir el estrés oxidativo, enferme-
dades cardiovasculares, diabetes, sindrome metabdlico, osteoporosis, y varios tipos
de cancer entre otras patologias crénicas, permitiendo considerarlas por si mismas
como excelentes alimentos funcionales o como ingredientes para el desarrollo de
nuevos productos [120]. De igual manera, el creciente diagnostico de pacientes con
celiaquia ha llevado a considerar a las harinas de legumbres como una alternativa
atractiva para la manufactura de productos libres de gluten [121]. Estos beneficios lle-
varon a la Asamblea General de las Naciones Unidas, a proclamaral 2016 como el Afo
Internacional de las Legumbres (A/RES/68/231, FAO-OMS, 2015) y al 19 de febrero de
cada afno como Dia Mundial de Las Legumbres con el fin de incrementar la produc-
cion mundial, mejorar su aprovechamiento y fomentar el consumo. En respuesta, el
cultivo de legumbres en Argentina se ha incrementado en los Ultimos anos con una
produccién en 2017/2018 de 686.488 Tn, de las cuales mas del 50% corresponde a
diferentes variedades de poroto que son producidos en el noroeste del pais (http://
www.clera.com.ar).

Sin embargo, la utilizacion directa de las legumbres o sus harinas como materia
prima, requiere un procesamiento que aumente la digestibilidad y biodisponibilidad
de sus nutrientes debido a la presencia de FAN como inhibidores de amilasa y protea-
sas, acido fitico, saponinas, taninos, lectinas y a-galactésidos, los cuales reducen la ab-
sorcion de nutrientes y son responsables de malestares gastrointestinales [122]. Para
la inactivacion/remocién de los FAN suele recurrirse a métodos fisicos (calor, presion),
quimicos (enzimas, soluciones acidas vy salinas) y bioldgicos (germinacion, fermenta-
cion), aungue algunos de ellos pueden degradar nutrientes, vitaminas y fitoquimicos
relevantes y no remover completamente los compuestos indeseables [123].

En este sentido, la fermentacion resulta la estrategia mas atractiva para remover
FAN mejorando en simulténeo las propiedades nutricionales, nutracéuticas, reolo-
gicas y sensoriales de las legumbres [23, 124]. Este proceso puede producirse es-
pontaneamente por accion de la microbiota enddgena que portan los granos [125,
126] o ser controlada por la inoculacion de cultivos iniciadores [124, 126, 127, 128].
Microorganismos pertenecientes a varios géneros, han demostrado ser efectivos
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en el proceso de fermentacion de harinas de diferentes leguminosas como Bacillus,
Lactobacillus, Aspergillus o Cordyceps [72,73, 74,126, 127].

Sin embargo, los cultivos iniciadores formulados exclusivamente con BAL revisten
particular interés debido a su caracter inocuo, su aporte de metabolitos bioactivos,
actividades enzimaticas que aumentan la digestibilidad de azUcares complejos y pro-
tefnasy por su potencial probiotico [23, 129].

Numerosos estudios han evaluado el efecto de la fermentacién en los FAN de
diferentes legumbres [29, 71, 130]. Asi, se ha obtenido la eliminacion parcial o total de
a-galactésidos, taninos, fitatos e inhibidores de tripsina de harinas de legumbres me-
diante fermentacion espontanea [131] o por fermentacién lactica con cepas seleccio-
nadas de Lactobacillus [29, 130]. Esto se debe a la presencia en los microorganismos
de proteasas, glicosidasas, tanasas, fitasas, y la capacidad microbiana de ligar lectinas
y bloguear su unién al epitelio intestinal. Investigaciones recientes han demostrado
que las BAL, por accion de sus sistemas proteoliticos, pueden hidrolizar proteinas
alergénicas vy liberar péptidos tipo lunasina y AA no proteicos como el GABA con
propiedades hipotensoras, antimicrobianas, inmunomoduladoras, hipoalergénicas,
sedantes, anticariogénicas, antioxidantes, fijadoras de calcio, entre otras [132, 133,
134]. También su actividad 3-glucosidasa puede degradar glucésidos toxicos como
vicina y convicina en habas [130] y convertir a las isoflavonas de la soja a genisteina
y daidzeina que contrarrestan la deficiencia de estrégenos en la menopausia [135].
Sus actividades metabdlicas también contribuyen a liberar durante la fermentacion
polifenoles bioactivos y otros metabolitos relevantes para la prevencién del sindrome
metabdlico [136].

Entre las principales aplicaciones de las legumbres fermentadas se puede des-
tacar el uso de las harinas para elaborar panes y crackers [137, 138], bebidas [10],
productos fermentados semisélidos [139] o pastas tipo miso o hummus obtenidos a
partir de soja y garbanzo respectivamente.

Desde el punto de vista tecnoldgico se ha demostrado que la fermentacion 4cida
(sourdough) de harinas de leguminosas con BAL, contribuye a mejorar las caracteris-
ticas sensoriales y funcionales de los productos de panaderfa, tales como la textura,
el flavour, la digestibilidad y poder antioxidante [133, 140, 141]. Panes libres de gluten
elaborados con harinas fermentadas de habas resultaron mejores que los no fermen-
tados mostrando mayor volumen y porosidad, como asi también un incremento en la
digestibilidad proteica, AA esenciales e indices nutricionales y de valor bioldgico [138].

La fermentacion de legumbres puede llevarse a cabo como FSm o FSS, aunque
ésta Ultima es una estrategia emergente para la producciéon de alimentos de mejor
calidad nutricional, funcional y sensorial y se ha empleado para fermentar harinas de
soja, poroto y garbanzo [29, 68, 69, 72, 73].

Actualmente, existe una clara tendencia en los consumidores a elegir alimentos
que, ademas de cubrir necesidades nutricionales promuevan su salud y bienestar. En
este contexto, la suplementacion de la dieta con legumbres fermentadas ha demos-
trado efectos beneficiosos como la modulacién positiva de pardmetros relacionados

257



CAPITULO 9 - HORTALIZAS Y LEGUMBRES FERMENTADAS

con el desarrollo de diabetes [10, 142], por lo que el agregado de valor a materias
primas mediante estrategias biotecnolégicas como la fermentacién que permitan
obtener nuevos ingredientes alimentarios con mejores propiedades resulta un desa-
fio para la ciencia y la industria alimentaria.

V.H. VEGETALES FERMENTADOS DE AMERICA LATINA

Los vegetales fermentados también representan un componente importante de
la dieta de los pueblos originarios de Latinoamérica. Estos alimentos son elaborados
principalmente usando cereales (arroz, maiz), tubérculos (mandioca, yacén), frutos
(dgave, tuna, palma) y leguminosas (mani, frijoles) como sustrato mediante fermenta-
ciones espontaneas llevadas a cabo por levaduras, bacterias y hongos que permiten
obtener productos palatables y nutricionalmente seguros de naturaleza alcohdlica
y no alcohdlica. Entre los numerosos ejemplos de alimentos y bebidas fermentadas
latinoamericanas pueden mencionarse: calugi, cauim, caxiri, chicha, masa agria, pozol,
pulque, polvillo, tarubd, tejuino y yakupa [143]. Las comunidades microbianas presen-
tes en ellos estan compuestas por BAL, Bacillus sp., y levaduras como S. cerevisiae,
Pichia sp., Candida sp., Hanseniaspora uvarumy Torulaspora delbrueckii. Los alimentos
no-alcohdlicos estdn dominados por BAL mientras que las fermentaciones alcoho-
licas por S. cerevisiae. En general, el conocimiento necesario para su elaboracion es
empirico, transmitido de generacion en generacién, por lo que permanece a nivel
artesanal en los hogares y pueblos. Muchos de estos alimentos son ingeridos por la
poblacién nativa con fines medicinales y religiosos ademas de nutricionales, y son
solo conocidos y consumidos en la region que los produce; por lo que han sido poco
estudiados cientificamente. Esto alienta futuras investigaciones tendientes a selec-
cionar microorganismos a partir de los mismos, para lograr fermentaciones contro-
ladas con cepas que aporten beneficios tecnoldgicos al alimento y de salud para los
consumidores,

V1. CONCLUSION

La fermentacion con BAL representa una estrategia facil y adecuada para aumen-
tar el consumo diario de legumbres y hortalizas. A menudo, la fermentacion lactica
se lleva a cabo espontdneamente siguiendo protocolos que estan fuertemente arrai-
gados en la cultura y las tradiciones de los diferentes paises alrededor del mundo.
Los productos vegetales fermentados son microbioldgicamente seguros, nutritivos y
tienen caracteristicas sensoriales agradables; y algunos de ellos pueden almacenarse
por periodos prolongados sin refrigeracion. La fermentacion controlada con BAL se-
leccionadas es una alternativa promisoria para garantizar productos de alta calidad
desde el punto de vista nutricional, organoléptico y con beneficios para la salud del
consumidor. Los avances recientes en gendmica y ecologia microbiana molecular
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auguran un futuro brillante para su aplicacion en la fermentacion vegetal. Sin em-
bargo, es necesario alentar enfoques moleculares para estudiar la composicion de la
microbiota y seleccionar iniciadores dirigidos a diferentes legumbres y hortalizas, ge-
nerar productos con propiedades nutricionales superiores a los actuales, e incorporar
vegetales no tradicionales.
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RESUMEN

Las frutas constituyen una fuente de carbohidratos, dcidos, mine-
rales, polifenoles, vitaminas hidrosolubles (vitamina C y del grupo B),
provitamina A, aminodacidos, compuestos aromaticos, carotenoides, fi-
bras, fitoesteroles y otras sustancias bioactivas en la dieta humana. Estos
compuestos pueden prevenir patologias cronicas, cancer, mortalidad
prematura, enfermedades coronarias y disminuir el riesgo de accidente
cerebrovascular. Las frutas se consumen frescas o minimamente proce-
sadasy tienen una vida Util corta ya que son susceptibles al deterioro mi-
crobiano. La fermentacion lactica es una tecnologia simple, sostenible y
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de bajo costo para mantener y/o mejorar las propiedades nutricionales
y sensoriales de las materias primas y extender la vida Util de las frutas
bajo condiciones de seguridad sanitaria. La fermentacion por bacterias
lacticas (BAL) puede contribuir al aroma y sabor de los jugos, asi como
incrementar la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos presen-
tes en la fruta potenciando su actividad antioxidante. Ademas, los jugos
pueden ser fermentados por bacterias probidticas que contribuyan con
la seguridad por medio de la producciéon de metabolitos antagdnicos
(bacteriocinas, perodxido, etc) o tengan un efecto inmunomodulador
sobre el huésped. De esta manera, los jugos de fruta podrian ser una
fuente de probidticos para veganos o personas intolerantes a la lactosa.
El jugo fermentado de fruta mas ampliamente consumido es el vino;
esta bebida alcohdlica es el resultado de interacciones complejas entre
levaduras, bacterias y las condiciones fisico-quimicas del mosto de la
uva. Al consumo moderado de vino tinto se le han atribuido diversos
efectos benéficos para la salud, siendo el resveratrol el compuesto fe-
noélico mas estudiado y popularmente conocido. Las BAL intervienen
en la fermentacion maloldctica durante el proceso de vinificacion dis-
minuyendo la acidez de los vinos, fermentacion que también permite
mejorar las caracteristicas aromaticas del producto a través del meta-
bolismo de &cidos organicos, carbohidratos, polisacaridos, aminoacidos
y la produccion de enzimas como glicosidasas, esterasas y proteasas,
que generan compuestos volatiles que modifican el flavor del produc-
to final. El desarrollo de bebidas frutales fermentadas no-alcoholicas en
nuestro pafs constituye un area de vacancia cientifico-tecnoldgica. La
posibilidad de producir un sinergismo entre el metabolismo de las BAL
y los compuestos bioactivos de las frutas, dirigido a la produccion de be-
bidas con metabolitos bioactivos de mayor biodisponibilidad y/o fun-
cionalidad representa un desafio para el desarrollo de nuevos alimentos
fermentados funcionales que incluya a consumidores con habitos ve-
ganos o personas que poseen alergias alimenticias provocadas por ali-
mentos lacteos o intolerancia a la lactosa.
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I. LAS FRUTAS COMO ALIMENTO Y SUS EFECTOS BENEFICOS PARA LA SALUD

La OMS promueve la alimentacion saludable, basada en una dieta sana y equili-
brada, como herramienta fundamental para prevenir la malnutricion y el desarrollo
de enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) y otros trastornos. Las frutas y
verduras resultan componentes importantes dentro de lo que se considera una dieta
saludable. Asi, por ejemplo, en el portal de la OMS se informa que una ingesta insufi-
ciente de estos alimentos es uno de los 10 factores principales de riesgo de mortali-
dad, siendo alrededor de 3,9 millones de muertes ocurridas en el afo 2017 atribuibles
al consumo insuficiente de frutas y verduras. La OMS recomienda una ingesta diaria
de al menos 400 g o cinco porciones de una seleccién variada de frutas y verduras, lo
que contribuiria a reducir el riesgo de desarrollar ECNT y a garantizar la incorporacion
diaria suficiente de fibra dietaria. El consumo estimado de frutas y verduras es variable
en todo el mundo (100-450 g/dia); de acuerdo con los Ultimos registros, en Argentina
se consume un promedio de 1,9 porciones por dia por habitante encontrandose le-
jos de la dosis recomendada de 5 porciones diarias que era alcanzada solo por el
4,9 % de la poblacion [1, 2]. En el documento Gufas alimentarias para la poblacion
argentina [1] se recomienda también el consumo diario de 5 porciones de frutas y
verduras de diversos tipos y colores (700 g/dfa) incluyendo 2 o 3 frutas por dia (300
g/dia) preferentemente crudas y con cascara priorizando aquellas de estacion por su
mayor calidad. Nuestro pafs ofrece una gran diversidad de frutas todo el afio, inclu-
yendo citricos (limon, lima, naranja, mandarina y pomelo), uvas, pomaceas (manza-
nay pera), frutas de carozo (durazno, nectarina, ciruela y damasco), frutas tropicales
(banana, palta y mango) y otras frutas (nuez, cereza, frutilla, ardndano, higo), etc. Las
frutas producidas se destinan para el consumo directo o bien para ser procesadas
industrialmente (jugos, bebidas alcohdlicas, deshidratadas, jarabes, aceites esencias,
dulces y mermeladas) [1].

Las frutas como alimento constituyen una fuente de carbohidratos, dcidos, mine-
rales, polifenoles, vitaminas hidrosolubles (vitamina C y del grupo B), provitamina A,
aminodcidos, compuestos aromaticos, carotenoides, fibras, fitoesteroles y otras sus-
tancias bioactivas en la dieta humana. El contenido de agua de las frutas oscila entre
el 70 al 90 %. Las frutas no poseen grandes cantidades de lipidos en la pulpa y cascara,
aunque si en sus semillas que en general, no son consumidas. El contenido de pro-
tefnas es variable; sin embargo, el aporte proteico a través de las frutas es escaso [3]
(Tabla 1).
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Tabla 1. Composicion nutricional de algunas frutas mencionadas en este capitulo.

Valor energético keal

Proteinas 054 074 106 14 167 026 22 084 094 047 088 072

Cenizas 022 ndt. 048 ndt ndt  ndt 08 ndt ndt 039 ndt ndt

Fibra total 14 10,4

Sacarosa 599 ndt. 015 ndt  ndt  ndt ndt  ndt ndt 0 ndt ndt

Fructosa q 212 ndt 537 ndt ndt ndt ndt ondt ondt 373 ndt ndt
MINERALES

Calcio

Magnesio il

12
_-------------

Potasio mg 109 7 222 259 86 107 267 181 182 237 191

Zinc mg 012 016 007 035 004 018 007 008 017 007

Manganeso mg 0927 ndt 007 nd. ndt  ndt ndt  ndt ndt 004 ndt  ndt

VITAMINAS

Tiamina mg 0079 0037 0027 003 0067 0017 0 0041 0087 0023 0037 0,069

Niacina 05 0418 0154 006 0293 0091 1500 0734 0282 0357 05% 0,188

Vitamina B-6 mg 0112 0052 0049 0054 0075 0041 01 0072 006 0038 008 008

Colina mg

B-caroteno 32 38 1.094 27 743 2020 no 4 449

B-criptoxantina 104 T 116 589
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Valor cada 100 g Unidad ~ An Ar C D G Mz My M N P T U
Licopeno Hg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1828 2573 0
Luteina + zeaxantina Hg 0 80 85 89 0 29 0 26 129 8 13 72
Vitamina E (a-tocoferol) mg 002 057 007 08 06 018 002 005 018 03 054 0719
Vitamina K Hg 07 193 21 33 164 22 07 25 0 26 79 146
LIPIDOS
Acidos grasos saturados totales g 0,009 0028 0038 0027 0712 0,028 005 0051 0015 0,081 0028 0,054
Acidos grasos monoinsaturados totales q 0013 0047 0047 017 0093 0007 008 0003 0023 0072 0031 0,007
Acidos grasos poliinsaturados totales g 0,04 046 0052 0077 0,079 0,051 0411 0,081 0,025 0058 0,08 0,048
AMINOACIDOS
Triptéfano q 0,005 ndt 0009 ndt ndt  ndt ndt ndt ndt 0008 ndt ndt
Treonina g 0019 ndt. 0022 ndt ndt  ndt  ndt. ndt ndt 0011 ndt  ndt
Isoleucina q 0019 ndt. 002 ndt. ndt ndt ndt.  ndt  ndt 0008 ndt ndt
Leucina q 0024 ndt. 003 ndt ndt  ndt ndt  ndt ndt 0016 ndt ndt
Lisina q 0026 ndt. 0032 ndt  ndt  ndt ndt ndt ondt 0025 ndt ndt
Metionina q 0012 ndt. 001 ndt ndt ndt ndt.  ndt  ndt 0002 ndt ndt
Fenilalanina q 0021 ndt. 0024 ndt  ndt  ndt ndt ndt ndt 0009 ndt ndt
Tirosina g 0019 ndt. 0014 ndt. ndt ndt  ndt.  ndt  ndt 0005 ndt ndt
Valina q 0,024 ndt. 0024 ndt. ndt ndt ndt  ndt  ndt 001 ndt ndt
Arginina q 0019 ndt 0018 ndt ndt ndt nd.  ndt ndt 001 ndt  ndt
Histidina q 001 ndt 0015 ndt  ndt  ndt ndt ndt ndt 0005 ndt  ndt
Alanina q 0,033 ndt. 0026 ndt. ndt ndt ndt.  ndt  ndt 0014 ndt ndt
Acido aspartico q 0121 ndt. 0569 ndt  ndt  ndt  ndt ndt ndt 0049 ndt  ndt
Adido glutdmico g 0079 ndt. 0083 ndt. ndt ndt ndt.  ndt  ndt 0033 ndt ndt
Glicina q 0,024 ndt 0023 ndt. ndt ndt ndt.  ndt  ndt 0018 ndt ndt
Prolina q 0017 ndt. 0039 ndt ndt ndt ndt  ndt  ndt 001 ndt  ndt

Serina q 003 ndt. 003 ndt  ndt  ndt ndt ndt ndt 0015 ndt  ndt
An:anand. Ar: ardandano. C: cereza. D: damasco. G: granada. Mz: manzana. My: maracuya. Ml:
meldén. N: naranja. P: papaya. T: tomate. U: uva. n.dt.: no hay datos disponibles.

Fuente: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, Servicio de Investigacion
Agricola, Base de Datos Nacional de Nutrientes.

Como se menciond, las frutas y los vegetales se consumen normalmente frescos
o minimamente procesados ya sea enlatados, secos o como preparaciones de jugos,
pastas, ensaladas, salsas y sopas. El jugo de frutas, cuya ingesta es muy comun nues-
tra sociedad, es el contenido de liquido extraible de las células o tejidos de las frutas.
Se define como jugo fermentable pero no fermentado al obtenido por un proceso
mecanico a partir de frutos maduros y sanos y conservado por medios fisicos. El jugo
puede ser turbio o transparente y puede ser adicionado o no con azucares [3-5].

La ingesta de frutas contribuye a reducir el riesgo de diversas enfermedades prin-
cipalmente debido a la presencia de compuestos bioactivos que son capaces de pre-
venir patologias cronicas, cadncer, mortalidad prematura, enfermedades coronarias y
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disminuir el riesgo de accidente cerebrovascular. Los jugos de frutas tienen bajo con-
tenido en sodio y potasio ayudando a mantener la presion arterial normal; su caren-
Cia en grasas es también beneficiosa para el sistema cardiovascular. Algunos informes
indican que los jugos de frutas jugarian un papel importante en la desaceleracion del
progreso de la enfermedad de Alzheimery el desarrollo de cancer [6-8]. Debido al re-
conocimiento del valor nutricional de estas bebidas, su consumo se ha incrementado
en las Ultimas décadas, aunque desafortunadamente la ingesta diaria es aun inferior
a la dosis recomendada por la OMS y la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura 'y la Alimentacion (FAO) (www.who.int/;www.fao.org/) [5, 9].

Il. DESAFIOS A SUPERAR PARA INCREMENTAR EL CONSUMO DE FRUTAS

En general y también en nuestro pais, existen distintos tipos de barreras que con-
dicionan el consumo variado de frutas, como por ejemplo: i) econémicas, debido al
precio elevado de algunas frutas en relacién con su alto valor nutritivo; ii) politicas,
como la necesidad de mejoras en los contenidos de los curriculum escolares referi-
dos a la educacion alimentaria nutricional, la falta de incentivos a la produccion y la
falta de regulacion de la produccion y distribucion de alimentos saludables; y final-
mente iii) fisicas como la baja disponibilidad de frutas frescas en algunos &mbitos y
lugares del pais, su corta vida Util, el desperdicio y la estacionalidad, su conservacion
y preparacion [1].

Las frutas tienen una vida Util corta porque son muy susceptibles al deterioro mi-
crobianoy a veces a la contaminacién por microorganismos patdégenos. Cada tipo de
fruta proporciona un nicho Unico en términos de composicion quimica, disponibili-
dad de nutrientes, microbiota competitiva que alberga y compuestos antagonistas
naturales, y por lo tanto tiene una microbiota dominante caracteristica (los conteos
celulares varian entre 5y 7 log UFC/g) [5, 9, 10]. Los altos niveles de carbohidratos y
de actividad de agua resultan ideales para el crecimiento microbiano mientras que
su bajo pH (2,0-4,5) las hace susceptibles al deterioro por hongos y levaduras, pero
no por patégenos humanos. Asi, los microorganismos tolerantes a acidos y bajos
valores de pH, como los hongos y las bacterias lacticas (BAL) forman parte de la mi-
crobiota autéctona de las frutas. Por otra parte, durante la elaboracion de jugos y
otros alimentos semi-procesados, las frutas estan expuestas a numerosos microorga-
nismos deteriorantes potenciales durante las distintas etapas del proceso productivo
[11-14]. La pasteurizacion, la coccion y la adicion de conservantes quimicos son las
principales opciones tecnoldgicas para garantizar la seguridad de estos alimentos; sin
embargo, estos procesos pueden dar lugar a cambios fisicoquimicos y nutricionales
indeseables. Para reducir estos inconvenientes, se han probado algunas tecnologias
novedosas, como el procesamiento a alta presién hidrostatica, campos eléctricos pul-
sados y radiacion ionizante, nuevos sistemas de envasado y el uso de conservantes
antimicrobianos naturales [5].
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1. FERMENTACION LACTICA DE FRUTAS COMO ALTERNATIVA DE
PRESERVACION Y DE VALOR AGREGADO

Ante la necesidad de conservar las frutas y sus jugos alterando minimamente sus
propiedades, surge la fermentacion lactica como alternativa de biopreservacion, una
de las técnicas mas antiguas para extender la vida Util de los alimentos perecede-
ros [15]. Debido al incremento sostenido en la demanda de bebidas no lacteas de
alto valor funcional; de alimentos y bebidas frescas, nutritivas, saludables y apeteci-
bles; la tendencia actual al vegetarianismo y veganismo vy la prevalencia de intoleran-
cia a la lactosa, los jugos de frutas fermentados por BAL constituyen una alternativa
prometedora para suplir las necesidades mencionadas.

La fermentacion lactica es una tecnologia simple y valiosa, un proceso sostenible y
de bajo costo para mantener y/o mejorar las propiedades nutricionales y sensoriales
de las materias primas y extender la vida Util de frutas y vegetales bajo condiciones
de seguridad sanitaria. Los alimentos fermentados derivados de las fermentacio-
nes lacticas han sido elaborados durante miles de afos por su valor saludable y son
aceptados por los consumidores sin restricciones. Los procesos de fermentacion de
alimentos presentan diversas ventajas: i) preservan y mejoran la seguridad de los ali-
mentos debido principalmente a la formacion de 4cidos orgénicos (acidos lactico,
acético, férmico, propionico, etc.), etanol, etc, que inhiben patdgenos y eliminan
compuestos téxicos; i) mejoran su valor nutricional; y iii) conservan su calidad orga-
noléptica. La biopreservacion por fermentacion lactica se debe principalmente a la
sintesis de una amplia variedad de metabolitos antagdnicos como acidos organicos,
didxido de carbono, etanol, peroxido de hidrégeno y diacetilo, compuestos antifun-
gicos (acidos grasos, acido fenil-lactico), bacteriocinas y antibioticos (reuterociclina)
por las BAL empleadas [5, 16, 17].

La fermentacion de frutas puede ocurrir "'espontdneamente” por la microbiota lac-
tica autdctona presente en la materia prima como por ejemplo Lactobacillus spp.,
Leuconostoc spp. y Pediococcus spp. bajo condiciones favorables de anaerobiosis, ac-
tividad de agua, concentraciéon de sal y temperatura. Sin embargo, el uso de cultivos
iniciadores conteniendo, por ejemplo, cepas de Lb. plantarum, Lb. rhamnosus, Lb. gas-
seri 'y Lb. acidophilus confiere consistencia, fiabilidad, control y reproducibilidad en
el proceso proporcionando productos finales estandarizados, sequros y de calidad
constante [5, 15, 16, 18]. Sin embargo, el empleo de cultivos iniciadores en la elabora-
cion de frutas y vegetales fermentados es todavia un édrea en desarrollo y de estudio
reciente a diferencia de otros alimentos fermentados con matrices de origen animal
como quesos y chacinados [19, 20].

El principal requisito que deben cumplir los cultivos iniciadores es la adaptacion
ambiental a las condiciones de estrés que presentan normalmente las matrices
vegetales. La concentracion de carbohidratos fermentables, el ambiente extrema-
damente &cido, la capacidad tamponante, la presencia de nutrientes no digeribles
(fibra, inulina, fructooligosacaridos, etc.) y la presencia de factores antinutricionales y
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compuestos inhibidores (taninos y compuestos fendlicos) son los principales facto-
res ambientales que afectan el crecimiento y la acidificacion de las BAL en las frutas.
El uso de un numero elevado de células en el cultivo iniciador (8,0-9,0 log UFC/mL)
garantiza la higiene del producto y las eventuales propiedades probidticas de las BAL
empleadas. La adaptacion de las BAL a los ecosistemas de las diferentes frutas es muy
variada entre especies y cepas y a pesar de la importancia que reviste este proceso,
el metabolismo de adaptacion y respuesta a dicho ecosistema ha sido muy poco
estudiado en comparacion con otros alimentos fermentados [5, 21].

El uso de cultivos iniciadores autéctonos seleccionados en la elaboracion de
alimentos fermentados garantiza mejores rendimientos en comparacion con el
empleo de cepas comerciales o aldctonas, o con procesos de fermentacion es-
pontanea, potenciando las propiedades nutricionales, sensoriales y reoldgicas de
los productos fermentados y asegurando una vida Util prolongada. Asf, el uso de
cultivos iniciadores autéctonos en la fermentacion de frutas permitiria preservar el
color natural, firmeza, actividad antioxidante y otros compuestos promotores de la
salud. Este efecto puede ser consecuencia de la modificacion del perfil de acidos
organicos (sintesis de acidos lactico y acético) y el metabolismo de aminoacidos
libres. Todas estas modificaciones pueden tener repercusiones directas (pH) o in-
directas (potencial redox) en enzimas responsables del pardeamiento enddgeno y
sobre las propiedades oxidativas y sensoriales (color, sabory aroma) de las matrices
vegetales. Por otra parte, el mantenimiento de una elevada viabilidad celular en la
fase estacionaria de crecimiento en las condiciones ambientales de la matriz es un
requisito que garantiza la prolongada vida Util de los productos fermentados espe-
cialmente en aquellos que contienen cultivos iniciadores funcionales. La seleccion
de BAL para formular fermentos deberia basarse principalmente en criterios pro-
tecnoldgicos, sensoriales y/o nutricionales [22]. Ademas, las BAL pertenecientes a
nichos especificos podrian presentar rasgos metabdlicos distintivos como resulta-
do de adaptaciones al medio ambiente [23, 24].

A la fecha, se ha evaluado la aptitud de diversas frutas como materias primas para
la elaboracion de jugos de frutas fermentados vy el uso de cultivos autdctonos en la
fermentacion de las mismas [25-28]. En matrices de origen vegetal, los cultivos autdc-
tonos presentan las siguientes ventajas: i) répida acidificacion, ii) elevado crecimiento
celular;iii) inhibicion de microorganismos perjudiciales; iv) poder antioxidante; v) pro-
piedades sensoriales y vi) mayor sobrevida [22, 29, 30].

Las bebidas y purés a base de frutas elaborados mediante fermentacién controla-
da con BAL son productos relativamente nuevos que responden a la demanda de los
consumidores de alimentos minimamente procesados y/o funcionales, alternativos
a los productos lacteos. El consumo de frutas fermentadas con BAL podria mejorar la
nutricion humana mediante la ingesta equilibrada de vitaminas, minerales y carbo-
hidratos y prevenir enfermedades segun las propiedades probioticas que pudieran
presentar los cultivos. Ademas, algunas de las frutas fermentadas contienen pigmen-
tos coloreados como flavonoides, licopeno, antocianina, 3-caroteno y glucosinolatos
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que actlan como antioxidantes en el cuerpo pudiendo eliminar los radicales libres
dafinos implicados en enfermedades degenerativas como el cancer, la artritis vy el
envejecimiento [15, 22, 31].

IV. COMPUESTOS FENOLICOS EN FRUTAS

La fermentacién lactica de las frutas puede incidir sobre los diferentes compo-
nentes de la matriz, generando cambios o modificaciones en las estructuras de los
compuestos, que pueden incrementar su biodisponibilidad y/o funcionalidad. Se
destaca la incidencia del metabolismo microbiano sobre los compuestos fendlicos
(CF), un grupo amplio de sustancias que presentan al menos un anillo fendlico en
su estructura quimica, sustituido por uno o mas grupos hidroxilos libres u ocupados
por otra funcion quimica (grupos éter, éster o glicosido). Los CF pueden presentarse
desde formas simples (dcidos fendlicos) a formas complejas de elevado peso mole-
cular, asociados o conjugados con otras moléculas, como por ejemplo azUcares. Los
CF se encuentran principalmente en las plantas, donde se forman como metaboli-
tos secundarios (no asociados a su crecimiento) y son responsables de muchas de
las propiedades sensoriales y funcionales de las frutas y vegetales. En general, se los
clasifica en dos grandes grupos: i) flavonoides: antocianinas, flavonas, chalconas, fava-
noles, entre otros, y ii) no flavonoides: como los acidos fendlicos derivados del dcido
hidroxibenzoico e hidroxicinamico y estilbenos, principalmente. Estos compuestos
son muy abundantes en las frutas y se encuentran mayormente en la cascara y semi-
llas, aunque también se presentan en la pulpa. Los CF son en parte los responsables
del color, desde azul a rojo debido a las antocianinas, del aroma cuando se presentan
como vinil derivados, y de la astringencia, principalmente por la presencia de taninos.

Los CF tienen diversos efectos benéficos para el hombre y constituyen uno de los
compuestos bioactivos mas importantes de las frutas. Entre las actividades biolégicas
se destacan: efecto hipoglucémico, hipolipidémico y antinflamatorio, y elevada capa-
cidad antioxidante [32-34]. Los antioxidantes son moléculas que inhiben la oxidacion
de otras moléculas y son de interés para el desarrollo de alimentos y nutracéuticos. La
capacidad antioxidante determina el poder general de un compuesto para eliminar los
radicales libres que son los causantes de la oxidacion. Los fenoles son excelentes anti-
oxidantes ya que presentan grupos hidroxilos en sus moléculas, estructura a la que se
atribuye la elevada capacidad antioxidante de las frutas, por lo que se aconseja su con-
sumo para prevenir la oxidacion de las células durante la vida (envejecimiento celular).

La ingesta total promedio de CF es aproximadamente de 1 g/dia, principalmente
debido al consumo de frutas y vegetales, variando el tipo ingerido segun la dieta. Se
estima que la tercera parte de los CF consumidos corresponde a acidos fendlicos y
el resto a flavonoides, estos Ultimos muy abundantes en las frutas, principalmente
en forma de antocianinas y flavanoles (catequinas y taninos condensados). Luego
de la digestion gastrica e intestinal, la absorcion de los CF ocurre principalmente en
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el intestino delgado, donde los compuestos solubles son facilmente hidrolizados y
absorbidos en el duodeno. Sin embargo, muchos polifenoles tienen baja biodispo-
nibilidad y no son absorbidos, especialmente los que se presentan como agliconas
o glucésidos conjugados (ramnosidos o xildsidos de quercetina y galactésidos de
quercetina) y los que estan covalentemente unidos a polisacaridos o proteinas. Los
flavonoides no absorbidos llegan al colon, donde la microbiota intestinal puede me-
tabolizarlos gracias a diferentes enzimas, principalmente donde ocurre la deconjuga-
cion de los flavonoides liberando las agliconas. En este sentido, las BAL son también
capaces de producir enzimas que metabolizan los diferentes CF de las frutas pudien-
do liberar estructuras incrementando la biodisponibilidad y funcionalidad de estas
sustancias.

IV.A. MeTasoLismo DE Los CF por BAL

El efecto de los CF sobre las BAL depende del tipo de compuesto, de su concen-
tracion y de la cepa en estudio. Diversos trabajos estudiaron la influencia de los CF de
la uva sobre las BAL vy las bacterias acéticas del vino. Garcia-Ruiz y colaboradores [35]
evaluaron la adicion de 18 CF de la uva sobre el crecimiento de Oenococcus oenii,
Lb. hilgardii'y P pentosaceus, determinando que los favonoles y estilbenos inhibian
fuertemente el crecimiento, los acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos tenian
un poder inhibidor medio, mientras que los alcoholes (flavanol-3-ol) presentaban un
poder inhibitorio minimo. Otros autores determinaron que el acido galico no ejercia
ningun efecto sobre el crecimiento de Oenococcus y Pediococcus [36] mientras que
era un estimulante del crecimiento de otras BAL [37, 38]. El efecto positivo de los &ci-
dos fendlicos sobre el crecimiento de Lb. hilgardii fue también informado por Campos
y colaboradores [39]. La concentracion de los CF también es un factor que incide en
la respuesta del microorganismo; altas concentraciones de los acidos p-cumarico,
fertlico y cafeico inhibieron el crecimiento de Lb. collinoides y Lb. brevis, mientras que
bajas concentraciones de estos compuestos resultaron estimulantes [37]. Estos es-
tudios demuestran la necesidad de evaluar el comportamiento de las cepas frente a
los CF para determinar su potencial uso como cultivo iniciador en la fermentacion de
frutas. De hecho, algunas BAL pueden modificar, por medio de su metabolismo, los
CF presentes en el medio y revertir su potencial inhibidor.

Ciertos polifenoles pueden afectar la pared y membrana celular de los microorga-
nismos, motivo por el cual son bioconvertidos mediante diferentes procesos enzima-
ticos hacia formas menos toxicas, proceso conocido como detoxificacion celular. Si
bien los CF poseen propiedades bioldgicas per se, muchos compuestos producidos o
derivados del metabolismo microbiano tienen mayor funcionalidad o impacto en el
aroma y color de los alimentos. Las diferentes enzimas microbianas implicadas (des-
carboxilasas, glicosidasas, tanasas, reductasas, etc.) provocan cambios en el perfil de
estos compuestos causando la liberacion, transformacion y/o formacién de nuevos
compuestos bioactivos.
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Algunas BAL son capaces de romper las uniones complejas entre ciertos polifeno-
les, especialmente los que forman parte de la pared celular vegetal, liberando formas
bioactivas y disponibles para su posterior absorcion [40]. De esta manera, flavanoles
glicosilados son hidrolizados mediante enzimas glicosidasas producidas por distintos
microorganismos, liberando azucares y agliconas. Los azticares son empleados como
fuente de carbono durante el metabolismo microbiano y las agliconas, son potentes
antioxidantes, pueden ser posteriormente metabolizadas a otras formas bioactivas.

La fermentacion lactica puede incrementar [41, 42] o disminuir [43, 44] los CF tota-
les en el jugo de fruta fermentado, dependiendo de la cepa y la matriz utilizada. En la
fermentacion de jugo de manzana con la cepa Lb. plantarum ATCC 14917 durante 72
horas, se observd una disminucion significativa (22%) en el contenido de CF totales,
mientras que los flavonoides disminuyeron 35% quizas por una conversion a fenoles
simples y a la despolimerizacién de compuestos de alto peso molecular sin alterar la
actividad antioxidante [44].

Las antocianinas, uno de los CF mas importantes involucrados en el color de los
jugos de frutas pueden ser también metabolizados durante la fermentacion lactica
disminuyendo su contenido en el jugo fermentado [42]. Al respecto, se encontrd que
Lb. plantarum, una de las especies de lactobacilos mas versatiles desde el punto de
vista metabdlico, era capaz de hidrolizar taninos presentes en el medio de cultivo por
accion de las enzimas tanasas [45]. Este microorganismo fue capaz de incrementar
la actividad antioxidante luego de 4-8 dias de fermentacion de una mezcla de jugos
de manzana, pera y zanahoria [46]. Otros autores determinaron que la fermentacion
con Lb. plantarum produce no solo cambios en las propiedades fisicoquimicas sino
también en la actividad antioxidante y compuestos volatiles del jugo fermentado
de castanas de cajuy, relacionando la mayor actividad antioxidante con la cantidad
de taninos condensados, pero no con los hidrolizables [47]. Por otro lado, el jugo de
manzana fermentado con Lb. plantarum ATCC 14917, una bacteria probiética de re-
ferencia, mostré un incremento de algunos CF (4cido 5-O-cafeoilquinico, quercetina
y floretina) causando una mayor actividad antioxidante que en el jugo no fermenta-
do [44]. La misma cepa utilizada para fermentar jugo de granada produjo un incre-
mento en los CF totales y la actividad antioxidante luego de 24 horas de fermentacion
manteniéndose estable durante 28 dfas [41]. En un puré de ardandanos fermentado
con la cepa probidtica Lb. rhamnosus GGy una cepa de Lb. plantarum se observé un
incremento significativo en la cantidad de CF totales (de 1066 a 4269 ug GAE/mL) y
un descenso en las antocianinas (de 15 a 5 ug GAE/mL) [42]. En otro estudio usando
jugo fermentado de cereza con diferentes BAL se determind mayor bioconversion de
los dcidos fendlicos (cafeico, cumarico y protocatéquico) durante la fermentacién por
cepas de Lb. plantarum comparado con cepas de Lb. rhamnosus 'y Lb. paracasei [48].

Como se menciond anteriormente, la fermentacién lactica no siempre conduce
a un incremento en los CF totales de la bebida fermentada. Asi, un jugo fermentado
con una fruta originaria de Asia (Diospyros lotus L) con la cepa Lb. plantarum B7 mostré
una disminucién en los CF y un incremento de la actividad antioxidante [43].
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Es importante destacar que, aunque disminuya el contenido de fenoles tota-
les, la actividad antioxidante de la bebida fermentada puede no alterarse ya que se
pueden formar productos derivados del metabolismo de las BAL con mayor poder
antioxidante.

IV.B. METABOLISMO DE ACIDOS FENOLICOS: UNA VENTAJA ENERGETICA

Los acidos hidroxicinamicos son CF comunes en las plantas y poseen un acido
carboxilico funcional, siendo los acidos cafeico, p-cumérico y fertlico los mas abun-
dantes de frutas y verduras. Las BAL heterofermentativas, que obtienen menos ener-
gia que las homofermentativas a través de su metabolismo celular, pueden usar los
acidos fendlicos como aceptores externos de electrones y reoxidar el cofactor NADH
a NAD+ durante el metabolismo de los acidos hidroxicinamicos [49, 50]. Por otro lado,
Lb. plantarum, una de las cepas mas empleadas como cultivo iniciador de jugos de
frutas, cuando crece en ausencia de aceptores de electrones reduce el 4-vinilfenol a
4-etilfenol para aumentar la formacion de NAD+, confiriendo una ventaja energéti-
ca a estos microorganismos (ver Figura 1). El vinil-fenol es un compuesto permitido
para su incorporacion en alimentos y se emplea generalmente como aromatizante
de alimentos.

Figura 1. Metabolismo de los &cidos fendlicos por BAL heterofermentativas
(adaptado de Filannino y col. [50])
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Algunas BAL pueden reducir el &cido cafeico a dihidrocafeico y el acido ferulico
a dihidroferulico, compuestos que tienen especial interés en la salud ya que inhiben
la activacion plaquetaria de una manera mucho mas eficiente [51] y poseen acti-
vidad antioxidante sobre células endoteliales [52]. Los acidos fendlicos pueden ser
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decarboxilados produciendo vinil fenoles y posteriormente éstos pueden ser redu-
cidos a etil fenoles, compuestos volatiles que inciden en el aroma [49] (ver Figura 1).
El metabolismo es cepa-depediente; asi, se ha informado que el p-cumérico fue to-
talmente metabolizado por Lb. plantarum 285 y POM1 mientras que la cepa Lb. plan-
tarum C1 pudo solo convertirlo parcialmente durante la fermentacion y totalmente
durante el almacenamiento [48].

V. FORMACION DE COMPUESTOS DE AROMA EN JUGOS DE FRUTAS
FERMENTADAS

El efecto de la fermentacion de jugos de frutas por BAL puede generar modifica-
ciones en el perfil de aroma natural de los jugos: la cantidad de algunos compues-
tos puede incrementarse, otros pueden disminuir y otros pueden mantenerse sin
cambios luego de la fermentacion. En general, las fermentaciones se llevan a cabo
usando diferentes cepas de lactobacilos (generalmente Lb. plantarum, Lb. casej, Lb.
rhamnosus, etc.). De acuerdo a su composicion quimica, los compuestos de aroma de
los jugos pueden clasificarse en volatiles, no volatiles y dcidos (ver Figura 2). Entre los
compuestos volatiles se pueden mencionar a los alcoholes, acidos, cetonas, hidrocar-
buros, aldehidos y ésteres. Los compuestos no volatiles pueden incluir aminoacidos
como L-serina, prolina, L-4cido glutémico y L-aspartico. Entre los acidos se pueden
encontrar los acidos citrico, malico y lactico.

Figura 2. Compuestos de aroma producidos por BAL en matrices frutales.

[ Compuestos no volatiles ] [ Compuestos volatiles ]
[Aminoécidos] [ Azucares ] [ Acidos ] [ Esteres ] [ Cetonas ] [ Alcoholes ] [ Aldehidos ]
Liberacién de Degradacion de Liberacion de Liberacion esteres de  Formacién a partir ~ Implicados en la Reducidos a dcidos u
aminodcidos: polimeros de dcidos orgdnicos las frutas del ditrato fragancia o enel oxidados a alcoholes
contribuyen al aroma  azdcares, produccién y degradacion de sabor
050N precursores de edulcorantes dcidos presentes en
de compuestosde  naturales la matriz
aroma
Prolina Manitol 4cido lactico ésteres de dcido Diacetilo 3-methyl-2-butanol, Hexanal,
[-Glutdmico acido citrico formico: Acetoina T-octen-3-ol 3-metil-
L-Aspértico acido malico etil-lactato Benzaldehido
Serina dcido tartdrico etil-acetato
Aminodcidos
ramificados

En jugo de tomate fermentado por cepas de Lb. plantarum'y Lb. casei se encontrd
que los alcoholes fueron los compuestos mas abundantes (49-52%) entre los com-
puestos volatiles, notdndose un aumento en el contenido de los mismos luego de
la fermentacion para ambas cepas. Ademas, la concentracion de acidos grasos en el
jugo fermentado por Lb. casei aumentd por formaciéon de acetato de amonio (10%).
Se observaron también cambios en la concentracion de acido acético (de 3 a 27%)
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cuando se uso la cepa de Lb. plantarum. Las cetonas se incrementaron de 0,5 a 15%
(con la cepa de Lb. casei) y a 12% (Lb. plantarum) luego de la fermentacién, siendo
uno de los principales compuestos detectados 6-metil-5-heptano-2-ona. Por otro
lado, los hidrocarburos volatiles disminuyeron significativamente desde 15 a 4% (Lb.
casei) y 2% (Lb. plantarum) en el jugo fermentado. Todos los hexadecanos, con ex-
cepcion de algunos compuestos, se incrementaron en ambos jugos. Respecto a los
aldehidos, la concentraciéon de este grupo disminuyo casi en su totalidad por accion
de ambos lactobacilos, aunque que se detecté la formacién del compuesto undeca-
nal. Dentro de los compuestos de aroma, los ésteres son los que confieren aromas
frutales y florales a los jugos fermentados que se forman durante la fermentacion. Se
observé una escasa disminucion en la cantidad total de ésteres durante la fermenta-
cion mediante la desaparicion de acetato de etilo; sin embargo, se formaron nuevos
compuestos cuando se uso la cepa de Lb. casei. Los cambios encontrados se debe-
rian a la actividad y variedad de enzimas de Lb. plantarum y Lb. casei. Respecto a los
alcoholes, se detectd la formacion de un nuevo grupo de sustancias de compuestos
aromaticos diferentes. Ademas de los ésteres y alcoholes, la aparicién de otros com-
puestos posiblemente contribuyd a las propiedades antioxidantes y antimicrobianas
del jugo de tomate [53].

Otros autores evaluaron los compuestos de aroma en mezcla de jugos de frutas
y vegetales (manzana, zanahoria, tomate, pepino y baya de espino) fermentados por
diferentes especies de lactobacilos y pudieron identificar un total de 14 compues-
tos como marcadores determinantes del aroma y el sabor de las muestras mediante
espectrometria de masa acoplado a cromatografia gaseosa [54]. Mediante andlisis
estadisticos (ACP y PLS-DA) se distinguieron tres tipos de compuestos que significa-
tivamente afectaban el perfil de los compuestos volatiles y no volatiles de las frutas y
vegetales fermentados. Asi, por ejemplo, en un grupo se incluyd a cepas de Lb. casei
y Lb. rhamnosus como principales contribuyentes del sabor umami (o sabroso, uno
de los cinco sabores basicos). Otro grupo que incluyd cepas de Lb. plantarum 'y Lb.
acidophilus observé que contribuyeron principalmente al sabor acido, mientras que
se encontrd que Lb. fermentum afectd fuertemente la produccion de compuestos
voldtiles. Es importante destacar que distintas cepas de Lactobacillus pueden jugar
un papel diferente en la modificacion de los compuestos relacionados con las carac-
teristicas de aroma y sabor.

En otro estudio, se analizé el efecto de la fermentacién lactica en jugo de sauco [55]
usando 15 cepas de Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. casei aisladas de diferentes ti-
pos de matrices. El perfil de compuestos volatiles se evalué mediante cromatografia
gaseosa (HS-SPME/GC-MS) luego de una fermentaciéon de 48 horas y de una vida de
estante de 12 difas a 4 °C. El perfil de compuestos arométicos de todos los jugos fer-
mentados se caracterizé por la presencia de 82 compuestos volatiles pertenecientes
a diferentes clases: alcoholes, terpenos y norisoprenoides, dcidos organicos, cetonas
y ésteres. El jugo de sauco fermentado con cepas de Lb. plantarum mostrd un au-
mento de los compuestos volatiles totales luego de 48 horas mientras que los jugos
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fermentados con Lb. rhamnosus y Lb. casei exhibieron un incremento alin mayor des-
pués de la vida de estante. La concentracion mas alta de compuestos volatiles se
encontré con el jugo fermentado con Lb. plantarum aislado de un producto lacteo.
Las cetonas, principalmente acetoina y diacetilo, se incrementaron en todos los jugos
fermentados después de la fermentacion y de la vida de estante. Los dcidos organi-
cos mas abundantes encontrados fueron el &cido acético e isovalérico. Los alcoholes
hexanol, 3-hexen-1-ol y 2-hexen-1-ol aumentaron durante la fermentacion con bac-
terias de origen lacteo. Los ésteres mas representativos, etil acetato, metil isovaleriato,
isoamil isovaleriato y metil salicilato se correlacionaron con las notas frutales. Entre
los terpenos y los norisoprenoides, la 3-damascenona fue el compuesto principal
con nota tipica del sauco. Finalmente, mediante la aplicacion de andlisis estadisticos
multivariados fue posible relacionar el perfil volatil caracteristico de las muestras con
las diferentes especies y cepas de lactobacilos usados en este trabajo.

En otro trabajo se investigd el efecto de la fermentacion sobre el perfil de com-
puestos volatiles de jugos fermentados de meldn y de castafias de caju mediante
micro-extraccion en fase sélida en un sistema de Cromatodgrafo de Gases acoplado
a Espectrémetro de Masas (HS-SPME/GC-MS, por sus siglas en inglés). La fermenta-
cion con L. casei provocd una reduccion de etil butanoato, 2-etil metilbutirato y etil
hexanoato en el jugo de melén mientras que etil acetato, etil 2-metil butanoato, etil
crotonato, etil isovaleriato, benzaldehido, y etil hexanoato en jugo de castanas. Las
medidas de estabilidad de estos compuestos y la formacion de del compuesto 3-me-
til-2-butenilo en el jugo de meldn podrian usarse como marcadores de compuestos
volatiles durante la fermentacion [56].

V1. BACTERIAS PROBIOTICAS EN JUGOS DE FRUTA

El bienestar, la salud y el riesgo de contraer diferentes enfermedades estan re-
lacionados con la alimentacion, por esta razén el desarrollo de alimentos capaces
de mejorar la calidad de vida es la nueva tendencia en la ciencia de la nutricion,
poniéndose asi énfasis en prevencién y no en medicacion [57]. Ya 400 afos a.C.
Hipdcrates habia manifestado “Que tu medicina sea tu alimento, y el alimento sea
tu medicina”.

Las bebidas funcionales son una categoria relevante dentro del mercado de los
alimentos [41] y el consumo de jugos de fruta ha mostrado un incremento a nivel
mundial. El desarrollo de bebidas funcionales a base de frutas fermentadas o como
vehiculo de bacterias probidticas son una alternativa atractiva no sélo por las cualida-
des inherentes a las frutas (vitaminas, minerales, compuestos antioxidantes, etc.) sino
que también pueden alcanzar a consumidores que eviten alimentos lacteos. A partir
de la fermentacion espontanea de la fruta pueden aislarse BAL autdctonas que pue-
den ser luego utilizadas para la elaboracion de otros alimentos con el fin de aumentar
la calidad y/o funcionalidad de nuevos productos con valor agregado.
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Los beneficios en la salud asociados al consumo de probidticos son principalmen-
te la reduccion de los niveles de colesterol [15, 58, 59], modulacion del sistema in-
mune, disminucién en constipacion, aumento de la absorcidon de minerales, efectos
anticancerigenos y antihipertensivos, entre otros. Sin embargo, la caracteristica mas
sobresaliente de los probidticos es su capacidad de inhibir el desarrollo de organis-
mos patdgenos y modular la microbiota intestinal por medio de la exclusion com-
petitiva dada por su capacidad de adhesion y produccion de bacteriocinas, peréxido
de hidrogeno y acidos organicos, los cuales reducen el pH del intestino y retardan el
crecimiento de patdgenos sensibles al acido [60].

Si bien la mayorfa de los probidticos comerciales fueron aislados del tracto gas-
trointestinal humano, las frutas podrian constituir una fuente de cepas capaces de
resistir ambientes similares a los del tracto gastrointestinal ya que el microambien-
te de las frutas es en general extremadamente acido, posee elevadas concentracio-
nes de nutrientes poco digeribles (fibras, oligosacaridos) y factores antinutricionales
(taninos, fenoles) [5]. Por otro lado, las bacterias en la fruta pueden tener la capaci-
dad de adherirse y ejercer actividad inhibitoria sobre otras bacterias deteriorantes
y patégenas. El uso de cepas aisladas de fruta para la elaboraciéon de jugos de fru-
ta fermentados tendria una ventaja adaptativa sobre probioticos aislados de otras
fuentes ya que provendrian del mismo nicho que las bebidas de fruta fermentadas.
Recientemente, se demostrd que los jugos de fruta podrian ser un sustrato apto para
la propagacion y/o como vehiculo de probiéticos. Los microorganismos deben ser
capaces de crecer y/o sobrevivir a las condiciones de la fruta para poder ejercer su
efecto benéfico en el huésped. Durante este proceso, los microorganismos ademas
de aumentar su biomasa consumen azUcares y pueden producir metabolitos tales
como bacteriocinas, peréxido de hidrégeno y acidos que pueden inhibir la prolifera-
cién de microorganismos deteriorantes y/o patdgenos. Como se menciond antes, las
bacterias inoculadas pueden producir compuestos de aroma, aumentar la biodispo-
nibilidad de compuestos fendlicos y degradar polimeros de aziicares no digeribles y
proteinas aumentando su valor nutricional. Sin embargo, para que se produzca una
fermentacion eficiente, los microorganismos deben ademéas consumir los azlcares
presentes en la fruta (sacarosa, fructosa, glucosa) y tolerar las condiciones ambienta-
les dadas por una minima concentracién de aminodacidos y proteinas, presencia de
compuestos fendlicos, flavonoides y pH acido.

Si bien se ha logrado que algunos probidticos crezcan y se mantengan viables
durante la vida de estante con valores de contaje celular mayores a 7 log UFC/mL
en jugos de fruta fermentados, como por ejemplo Lb. plantarum ATCC 14917 en
jugo de granada, en otros jugos fue necesario aplicar diferentes estrategias para
lograr su crecimiento. Una de ellas fue aumentar el pH del jugo a valores cercanos
a 6,0-7,0. Bujna y colaboradores [61] lograron desarrollar un jugo de damasco fer-
mentado por un cultivo mixto conteniendo las cepas Bifidobacterium lactis Bb-12,
B. longum Bb-46, Lb. casei 01y Lb. acidophilus La-5, mientras que Nguyen y colabo-
radores [57] formularon un jugo fermentado de anana con la cepa probidtica Lb.
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plantarum 299V. Lu y colaboradores [62] desarrollaron una bebida fermentada a
base de fruta estrella (Averrhoa carambola) logrando un adecuado crecimiento y
produccién de acido lactico por una cepa de Lb. rhamnosus. Por otro lado, Nithya
y Vasudevan [63] observaron un crecimiento adecuado de cepas de Lb. plantarum
y Lb. acidophilus en jugo de papaya cuando lo sometieron a clarificacion utilizando
pectinasa. Otra de las estrategias para mejorar el crecimiento es el agregado de
prebiéticos como inulinas de cadena corta y larga a los jugos de frutas, ya que
pueden promover el desarrollo de microorganismos probidticos y/o mantener su
sobrevida durante el almacenamiento [64]. Otra alternativa es utilizar una mezcla
de jugos de fruta con una matriz lactea. En este sentido, Martinez y colaborado-
res [65] formularon una bebida fermentada a base de jugo de naranja, mango y
leche. En este caso las BAL utilizadas pudieron fermentar fructosa, pero no lactosa,
por lo que la leche se agregd solo para incrementar el pH inicial del jugo y suple-
mentarlo con proteinas. Las cepas utilizadas fueron capaces de crecer y sobrevivir
durante el almacenamiento y la digestion gastro-intesinal in vitro. Ozcan y colabo-
radores [66] formularon una bebida en la que se mezcld la leche fermentada por
una cepa de Lb. rhamnosus en cantidades iguales con jugo de manzana y aranda-
nos. Los autores observaron que la cepa era capaz de sobrevivir las condiciones de
almacenamiento y presentaba elevada aceptabilidad. La inmovilizacion celular es
otro proceso tecnoldgico que puede tener un efecto favorable sobre la fermenta-
cion. Recientemente, Mantzourani y colaboradores [41] demostraron que células
inmovilizadas de Lb. plantarum ATCC 14917 producian mayores concentraciones
de compuestos fendlicos en jugo de cereza cornalina (Cornus subg. Cornus) que las
células libres. La sobrevida de los probidticos durante la vida de estante es también
un parametro importante a tener en cuenta. Una de las estrategias para reducir la
muerte celular durante la conservacion es la microencapsulacion de los probioti-
cos utilizando diferentes polimeros como alginatos, gelatinas, etc., que protegen al
microorganismo durante el almacenamiento del alimento y el pasaje por el tracto
gastrointestinal. Gandomi y colaboradores [67] comprobaron que la micro-encap-
sulacion de Lb. rhamnosus GG usando quitosano e inulina tenia un efecto positivo
en su sobrevida inoculado en jugo de manzana durante el almacenamiento a tem-
peraturas de refrigeracion. Otra de las metodologfas aplicadas es la pre-adaptacion
del microorganismo a las condiciones de estrés del jugo. Perricone y colaborado-
res [68] observaron que la viabilidad de Lb. reuteri DSM 20016 disminufa durante la
conservacion debido al efecto combinado del pH y los fenoles presentes en una
mezcla de jugos de anand, naranja, manzana verde y frutos rojos y observaron que
este efecto era menor si cultivaban la cepa en distintas concentraciones de jugo de
frutos rojos (hasta 50 %) con &cido valinico y pH 5 como agente de estrés. Por otro
lado, Saarela y colaboradores [69] pudieron incrementar la sobrevida de una cepa
de B. breve en jugo de naranja, uva y maracuya generando una variante tolerante a
acido por mutagénesis con UV'y crecimiento a valores de pH sub-letales.

Durante el almacenamiento, los niveles de oxigeno deben mantenerse bajos para
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evitar el dano oxidativo a los microorganismos probidticos, los cuales tienen sen-
sibilidades variables dependiendo de las cepas. El dafio oxidativo esta dado por la
generacion de especies reactivas de oxigeno, como por ejemplo el peréxido de hi-
drégenoy el anion superdxido. La incorporacion de antioxidantes en los jugos podria
disminuir el efecto nocivo del oxigeno. Asi las cepas probidticas HOWARU Lb. rham-
nosus HNOO1, HOWARU B. lactis HNOO1 y Lb. paracasei LPC 37 fueron incorporados en
un jugo modelo al que se le agregd vitaminas B,, Bs, B, vitaminas C, E y antioxidantes
como semillas de uva y extracto de té verde, siendo el jugo con semillas de uva, té
verde y vitamina C el que mostré mayor efecto en la viabilidad de los probiéticos [70].

La produccién de alimentos funcionales y/o probioticos a base de frutas se esté
incrementando debido al aumento y popularidad del veganismo o por la busqueda
de opciones no lacteas debido a factores como intolerancia a la lactosa o alergia a
proteinas de la leche. A la fecha, las investigaciones sobre el uso de frutas para la
elaboracion de alimentos funcionales se han centrado en la aplicacion de nuevas
tecnologfas que eviten afectar negativamente las propiedades sensoriales y nutri-
cionales de las frutas. Los estudios se han realizado con jugos de tomate, mango,
naranja-manzana, uva-melén, granada, duraznos, etc., usando mayormente cepas de
Lactobacillus spp. (Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. johnsonii, Lb.
plantarum, Lb. gasseri, Lb. reuteri, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. crispatus, Lb. fer-
mentum, Lb. rhamnosus); Bifidobacterium spp. (B. bifidum, B. longum, B. adolescentis, B.
infantis, B. breve, B. lactis, B. laterosporus) y otras especies como Streptococcus thermo-
philus, Weissella spp., Propionibacterium spp., Pediococcus spp., Enterococcus faecium,
Leuconostoc spp y Lactococcus lactis. La mayoria de los microorganismos probidticos
utilizados son BAL y microorganismos relacionados; sin embargo, se han utilizado
también levaduras como por ejemplo Saccharomyces boulardii [59].

VII. ALIMENTOS FERMENTADOS ARTESANALES Y COMERCIALES A BASE DE
FRUTAS

Existen diversos alimentos a base de frutas fermentadas tipicos de distintos lu-
gares del mundo; entre ellos podria nombrarse al Tempoyak que es un condimento
fermentado tipico de Malasia a base de pulpa de la fruta durian (Durio zibethinus), sa-
lada y fermentada espontdneamente a temperatura ambiente en un recipiente her-
méticamente cerrado durante 7 dias. El sabor acido de este alimento fue atribuido al
crecimiento de BAL principalmente de Lb. brevis, Lb. mali, Lb. fermentum, Lb. durianis
y Leuconostoc mesenteroides. El Yan-taozih es un pickle a base de durazno, alimento
popular en China y Taiwan que se prepara salando los duraznos con 5-10% de sal y
agitando hasta que exude el agua. Luego se lavan y se les agrega azUcar y ciruelas
en escabeche, esta mezcla se fermenta a temperaturas entre 6 y 10°C durante un dfa.
De este alimento se aislaron cepas de Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis,
Weissella cibaria, . paramesenteroides, \W. minor, Enterococcus faecalis y Lb. brevis. Las
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conservas de frutas como el mango (Mangifera indica L) y algunos vegetales (pe-
pinos) son utilizadas en la cocina de distintas partes del mundo. Una de las frutas
fermentadas mas consumidas mundialmente son las cerezas (Prunus avium L.) pro-
ducidas en Italia, Estados Unidos, Iran y Turquia [15].

Si bien los alimentos a base de frutas fermentadas existen en la tradicion de algu-
nas culturas, el primer producto vegetal probiético comercial denominado Proviva®
desarrollado porla empresa sueca Skane Dairy surgié recién en el afo 1994. El compo-
nente activo de este producto es avena fermentada con la cepa probidtica Lb. plan-
tarum 299v y el producto final es un jugo de fruta conteniendo 5% de avenay 1010
UFC/mIl de la cepa probidtica [71]. Todavia, son necesarios estudios mas profundos
para garantizar la inocuidad, el efecto probidtico y la calidad nutricional de este tipo
de bebidas [72]. Dentro de las bebidas probidticas o funcionales a base de frutas co-
mercializadas mundialmente se pueden mencionar: GoodBelly® en Estados Unidos y
ProViva® en Suecia que usan Lb. plantarum 299v como cepa probidtica, mientras que
Biola® en Noruegay Finlandia y Gefilus® en Finlandia usan la cepa probidtica Lb. rham-
nosus GG. Por otro lado, Healthy Life® de Australia usa la cepa Lb. plantarum HEAL 9y
Lb. paracasei 8700:2. Berggren y colaboradores [73] demostraron que este producto
era capaz de fortalecer el sistema inmune contra infecciones virales. ProViva® incluye
en su composicion avena mientras que GoodBelly® tiene algunas formulaciones a
base Unicamente de frutas y azUcar de cafa aptas para celiacos. Xu y colaborado-
res [74] demostraron que diferentes formulaciones de ProViva® eran capaces de ate-
nuar la respuesta temprana a insulina lo que estaba relacionado con el contenido de
polifenoles presentes en las frutas, mientras que otros autores [/5] mostraron que esta
bebida a base de rosa mosqueta (escaramujo) reducia los sintomas del sindrome de
intestino irritable. Wang y colaboradores [76] mostraron que una bebida fermentada
comercial a base de fruta de la montafa Changbai podia modular la microbiota intes-
tinal de ratones, incrementando la proporcién de bacterias de la familia Prevotellacea,
Bacteroidales S24-7 y Bacteroidaceae del género Bacteroides, consideradas benéficas
para la salud. Otros trabajos utilizando jugos de frutas mostraron que la fermentacion
incrementaba la actividad antioxidante de la bebida fermentada. En este sentido, Yan
y colaboradores [42] observaron que la fermentacién de un jugo a base de orujo de
arandanos con Lb. rhamnosus GG, Lb. plantarum-1,y Lb. plantarum-2 incrementaba la
actividad antioxidante debido al aumento de la concentracion de fenoles y flavonoi-
des. Este jugo tuvo también efecto positivo en la velocidad de depuracién del coles-
terol. Mantzourani y colaboradores [41] observaron que cuando se fermentaba jugo
de granada con la bacteria probidtica Lb. plantarum ATCC 14917 aumentaba la activi-
dad antioxidante debido al aumento de la concentracién de compuestos fendlicos,
especialmente de &cido galico. Estos resultados indicarian que los jugos fermentados
podrian tener efectos especificos sobre la salud mas alld de los atribuidos a las cepas
probidticas utilizadas para su elaboracion mediante la liberaciéon y/o transformacion
de compuestos especificos presentes en las frutas.

291



CAPiTULO 10 - FERMENTACION DE JUGOS Y BEBIDAS A BASE DE FRUTAS

VII.A. VINO: LA BEBIDA ALCOHOLICA FERMENTADA A BASE DE JUGO DE UVA
MUNDIALMENTE ACEPTADA

El vino es la bebida proveniente de la fermentacion alcohdlica de la uva fresca,
estrujada o no, o del mosto de uva. Esta bebida es el resultado de interacciones com-
plejas entre levaduras, bacterias, mosto y condiciones fisico-quimicas. Por lo tanto, la
calidad del vino dependerd tanto de la composicidon quimica del mosto de uva con
el cual se elabora el producto, como de los aspectos tecnoldgicos y microbioldgicos
relacionados con el proceso de vinificacion [77]. La elaboracién del vino es un pro-
ceso complejo que puede variar de un lugar a otro y de acuerdo al tipo de producto
elaborado. Los vinos pueden clasificarse de acuerdo a su color en: blancos, tintos y
rosados. Los vinos blancos son los procedentes de mostos de uva blanca o de uva
tinta con pulpa y sin los hollejos. Los vinos tintos y rosados provienen de uvas tintas
fermentadas en presencia de los hollejos para llevar a cabo la maceracion, siendo
este paso muy breve en los vinos rosados [78].

VII.A.1. PRODUCCION DE VINO EN ARGENTINA

De acuerdo a los datos estadisticos de la Organizacion Internacional de la Vina y el
Vino (OIV), Argentina es el quinto pais productor a nivel mundial con un rendimiento de
10a 14 millonesde hLenlos 5 Ultimos ahos que representa el 5% de la producciéon global
(www.oiv.int/public/medias/6782/0iv-2019-statistical-report-on-world-vitiviniculture).

En nuestro pais, numerosas bodegas de diferentes regiones como las de Cuyo y el
Noroeste (NOA) todavia emplean cultivos iniciadores comerciales de origen extran-
jero; considerando la tendencia a producir vinos diferenciados, surge la necesidad
de usar microorganismos autdctonos a fin de preservar las caracteristicas sensoriales
propias de cada region de produccion denominado terrufio o terroir [79].

Argentina produce vinos de diferentes varietales (ver Figura 3), siendo la provincia
de Mendoza, en la region de Cuyo, la principal productora a nivel nacional y el vino
tinto Malbec su varietal emblematico. En la regién NOA, la zona vitivinicola de ma-
yor produccién es Cafayate (Salta) y el varietal mas destacado es el blanco Torrontés.
Ademas, en Salta también se elaboran vinos tintos Malbec y Cabernet Sauvignon. En
la Patagonia (Rio Negro y Neuquén), los principales varietales que se producen son
Malbec, Merlot, Cabernet Sauvignon y Pinot Noir (www.argentina.gob.ar/inv/vinos/
estadisticas/regiones-vitivinicolas).
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Figura 3. Produccion de vino a nivel mundial y nacional.
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VII.A.2. COMPOSICION DEL MOSTO DE UVA Y VINO

El mosto de uva es un medio nutritivo que contiene los elementos necesarios
para el desarrollo de microorganismos, tanto levaduras como bacterias. La concen-
tracion de cada componente depende del tipo de uva, regién de produccion, clima,
procesamiento de la uva, entre otros factores. El mosto de uva contiene D-glucosa y
D-fructosa como azlcares principales y en proporciones similares, y pequenas can-
tidades de D-xilosa, D-arabinosa y L-ramnosa [80]. EI contenido total de azlcares
reductores varia entre 140-250 g/L, dependiendo del grado de maduracién de las
bayas de uva, y determina el grado alcohdlico del vino. Otro componente importante
es el nitrégeno (presente como amonio y aminoacidos libres) cuyo contenido en el
mosto puede variar entre 0,3-1,5 g/L, limitando el crecimiento de las levaduras y en
algunos casos deteniendo o retrasando la fermentacion [81]. La concentracion de
proteinas del mosto depende de la variedad y madurez de las uvas, asi como de la
forma en que se manipulan antes de la fermentacion [82].

Con respecto a los acidos organicos, los predominantes en el mosto son el acido
L-tartarico y el acido L-malico. Estos acidos, la extension de su disociacion, la acidez
titulable y el pH determinan el caracter 4cido del mosto, propiedad fundamental para
la vinificacion y de gran influencia en la calidad organoléptica del vino obtenido [78].

Los compuestos fendlicos (CF) son un grupo extenso y complejo de particular
importancia en los vinos. Su concentracion en vinos tintos es mucho mayor que en
los blancos. Los CF presentes en la piel y semillas de la uva tinta son los mayores res-
ponsables del color, ademas de contribuir al sabor, la astringencia y el amargor [77].
Como se menciond antes, se clasifican como no flavonoides (dcidos benzoicos, &ci-
dos cindmicos y estilbenos) y flavonoides (flavonoles, antocianos y flavanoles). Los an-
tocianos y los taninos (flavanoles polimerizados o procianidinas) son los compuestos
mas abundantes y relevantes en relacién al color, calidad y estabilidad de los vinos
tintos [83]. Sus propiedades antioxidantes también se han asociado al consumo mo-
derado de vino tinto y se le han atribuido diversos efectos benéficos para la salud,
siendo el resveratrol el CF mas estudiado y popularmente conocido del vino [84, 85].
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VII.A.3. TiPOS DE FERMENTACIONES QUE OCURREN DURANTE LA VINIFICACION

Durante el proceso de vinificacion pueden tener lugar dos tipos de fermenta-
ciones, dependiendo del tipo de vino y las caracteristicas deseadas en el producto
final. La fermentacion primaria o alcohdlica (FA) es conducida por levaduras, princi-
palmente Saccharomyces cerevisiae, que son los microorganismos responsables de
transformar los azUcares del mosto en etanol [86]. En algunos tipos de vinos como
los tintos y espumantes, tiene lugar una fermentacion secundaria o malolactica (FML)
realizada por BAL [87]. Ambas fermentaciones pueden ser llevadas a cabo de forma
espontéanea, a partir de poblaciones autdctonas de microorganismos presentes en
la uva y/o en la bodega. En la actualidad, se prefieren las fermentaciones controla-
das, en las cuales se inoculan cultivos iniciadores que permiten reducir la produccién
de subproductos indeseados, aumentar la velocidad de la fermentacién, disminuir
la posibilidad de contaminacién con otros microorganismos y la interrupciéon de la
fermentacion [77]. Sin embargo, en las fermentaciones inoculadas se obtienen vinos
que carecen de identidad regional [79]. La seleccion de levaduras y bacterias autodc-
tonas asegura el mantenimiento de las propiedades sensoriales tipicas de los vinos
producidos en una determinada region preservando asi la biodiversidad microbia-
na [88]. En nuestro pafs, se realizaron diferentes estudios para caracterizar y seleccio-
nar microorganismos autdctonos de diferentes regiones vitivinicolas [89-96].

VII.A.4. IMPORTANCIA DE LAS BAL EN LA PRODUCCION DEL VINO

En el vino, las BAL conducen la FML que consiste en la decarboxilacién enzimatica
del acido L-malico en acido L-lactico y didxido de carbono por accion de la enzima
malolactica. Oenococcus oeni es la especie tradicionalmente usada como cultivo ini-
ciador malolactico por ser la mas adaptada y resistente a las condiciones de estrés
como bajos valores de pH, elevado contenido de etanol y presencia de diéxido de
azufre [97, 98]. Sin embargo, en la Ultima década se ha propuesto a Lb. plantarum
como un cultivo iniciador alternativo por presentar elevada actividad enzimatica y
tolerar las condiciones desfavorables del vino [99, 100].

Desde el punto de vista enoldgico, la FML es importante por disminuir la acidez,
incrementar la estabilidad microbioldgica para contrarrestar la presencia de microor-
ganismos indeseables capaces de consumir carbohidratos presentes y mejorar el fla-
vor del vino por accion de enzimas producidas por las BAL [101, 102]. Sin embargo,
este proceso es todavia dificil de controlar debido a los diferentes factores que pue-
den afectar el crecimiento y actividad de la bacteria maloléctica. Por esto, y con el
fin seleccionar cepas mas adaptadas que puedan conducir exitosamente la FML, se
estan llevando a cabo diversos estudios para caracterizar la tolerancia al estrés de las
BAL vinicas [93, 103-105].

Si bien el principal beneficio de la FML para el proceso de vinificacion es la dis-
minucion de la acidez de los vinos, esta fermentacion también permite mejorar las
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caracteristicas aromaticas del producto a través del metabolismo de acidos organi-
cos, carbohidratos, polisacaridos, aminoacidos y la produccion de enzimas como gli-
cosidasas, esterasas y proteasas, que generan compuestos volatiles que modifican el
flavor [106]. La FML puede incrementar los aromas frutales y mantecosos mediante
la formacion e hidrdlisis de ésteres y produccion de diacetilo por el metabolismo
de citrato. Por otra parte, la reduccion de los aromas vegetales o herbaceos podria
deberse al catabolismo de los aldehidos convirtiéndolos en etanol y acetato [107].
O. oeni tiene numerosas glicosidasas y sus actividades contribuyen a la liberacion de
numerosos compuestos aromaticos incluyendo monoterpenos, norisoprenoides y
compuestos alifaticos que contribuyen a los atributos frutales y florales de los vinos
[108, 109]. Estudios mas recientes también demostraron la influencia de Lb. planta-
rum en las caracteristicas organolépticas de los vinos [106, 110, 111].

VII.A.5. ESTRATEGIAS DE INOCULACION: FERMENTACION SECUENCIAL VS. SIMULTANEA

Naturalmente, la FML ocurre una vez que la FA ha terminado. Esto se debe a que
las levaduras pierden viabilidad al final de la fermentacién, se lisan y liberan nutrien-
tes intracelulares que permiten a las BAL, resistentes al etanol, crecer en el vino [112].
Cuando se emplean cultivos iniciadores de levaduras y bacterias, estos generalmente
se inoculan en forma secuencial para reproducir las fermentaciones espontaneas. Sin
embargo, los cultivos malolacticos pueden ser inoculados antes de la FA, co-inocu-
lados con las levaduras o secuencialmente después de la FA [99, 113, 114]. En el caso
del clasico par S. cerevisiae-O. oeni se prefiere la inoculacién secuencial para evitar
una elevada concentracion de acido acético en el producto final. Este problema no
ocurre al usar Lb. plantarum para inducir la FML debido a su metabolismo homofer-
mentativo, permitiendo asi su inoculacion simultanea. En los Ultimos afos, ha crecido
el interés en implementar la inoculacion de los cultivos de BAL en forma simultdnea
0 apenas iniciada la FA debido a ciertas ventajas como menor tiempo necesario para
completar el proceso fermentativo, mejor perfil aromatico y mayor control de los
microorganismos deteriorantes siendo el principal requisito realizar una adecuada
seleccion de los cultivos iniciadores [115, 116].

VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El consumo de frutas esta asociado con el beneficio para la salud del consumidor
ya que los componentes que se encuentran en estos alimentos claramente avalan
sus propiedades funcionales. Sin embargo, el rdpido deterioro post-cosecha restringe
el consumo de algunas frutas como productos frescos en lugares cercanos a su culti-
vo Yy provoca grandes pérdidas econdmicas. La fermentacion lactica de estos alimen-
tos surge entonces como una alternativa efectiva, eco-amigable y sustentable para
producir alimentos o bebidas con mayor vida de estante. De las bebidas fermentadas
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a base de frutas existentes en el mercado internacional, el vino ocupa definitivamen-
te el primer lugar en cuanto a su consumo. Sin embargo, es una bebida producida
por fermentacion alcohdlica, lo cual limita o restringe su consumo. En los dltimos
anos, la poblacion ha dirigido sus habitos alimenticios hacia alimentos saludables
que aporten beneficios adicionales a los nutricionales béasicos (alimentos funciona-
les). Las ventajas de la ingesta diaria de frutas han sido ya demostradas en diversos
estudios cientificos y epidemioldgicos, asi como las ventajas de consumir alimentos
fermentados derivados de las mismas. En cuanto al desarrollo y formulacion de bebi-
das frutales fermentadas no-alcohdlicas en nuestro pafs, existe todavia una gran area
de vacancia cientifico-tecnoldgica que los microbidlogos debemos atender. La po-
sibilidad de producir un sinergismo entre el metabolismo de BAL y los compuestos
bioactivos de las frutas, dirigido a la produccion de bebidas con metabolitos bioacti-
vos de mayor biodisponibilidad y/o funcionalidad, han sido detalladas en este capi-
tulo. Este proceso biotecnoldgico representa un desafio para el desarrollo de nuevos
alimentos fermentados, con el objetivo de ofrecer nuevos alimentos funcionales que
incluyan a consumidores con habitos veganos o vegetarianos o aquellas personas
que prefieran alternativas a los alimentos lacteos.
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RESUMEN

La cervezay el pan son de los alimentos fermentados mas antiguos y
mas consumidos. La fermentacion de estos alimentos es llevada a cabo
por hongos microscopicos denominados levaduras que han sufrido una
fuerte domesticaciéon como resultado de cientos de afos de asociacion
a dichos procesos fermentativos. Las levaduras en el proceso producen
gas carboénico y alcohol a partir de los azlcares presentes en los cerea-
les, pero también son responsables de gran parte del aroma 'y sabor del
producto terminado. Las materias primas para elaborar pan son cereal
molido (usualmente harina de trigo), agua y levaduras y, en algunos
casos, también bacterias fermentadoras. Pueden agregarse otros ingre-
dientes como materia grasa, sal, miel, frutas, semillas, frutos secos. El pan
tradicional de panaderia se obtiene a través de un proceso no automa-
tizado, con bajos niveles de tecnificacion. En cambio, el pan industrial
incluye variedades de pan de molde y panes de bolleria (pan para pan-
cho, hamburguesas y otros), fabricados en plantas industriales a través
de lineas de produccién automatizadas o semi automatizadas. Por su
parte, la cerveza se fabrica con agua, cebada malteada, lipulo y leva-
dura. Las cervezas "ale” son fermentadas a temperatura ambiente por
cepas de S. cerevisiae. Estas cervezas son las mas antiguas y las que tie-
nen mas variedad de aromas y sabores y han alcanzado una gran popu-
laridad a partir de la expansion del mercado artesanal. Por el contrario,
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las cervezas "lager” se fermentan a temperaturas bajas (5-15°C) y fueron
desarrolladas mas recientemente en el siglo XV. Las cervezas lager co-
rresponden a las cervezas industriales y representan el 95% del mercado
mundial. Estas cervezas son fermentadas con S. pastorianus, una levadu-
ra bien adaptada a temperaturas frias debido a que se trata de una le-
vadura hibrida, siendo sus parentales una cepa ale de S. cerevisiae y una
levadura salvaje criotolerante que fue recientemente descubierta por
cientificos en los ambientes naturales de la Patagonia Argentina y bau-
tizada Saccharomyces eubayanus o EUBY®. Su transferencia a la industria
y suempleo para fabricar cervezas novedosas donde predominan notas
especiadas y clavo de olor, representd la oportunidad para elaborar por
primera vez cervezas 100% argentinas. Actualmente se estd estudiando
el uso de esta levadura nativa en panificados, poniendo en valor el uso
de microorganismos nativos no convencionales para elaborar alimentos
fermentados con identidad regional, aportando mayor agregado de va-
lor y oportunidades de diferenciacion productiva.
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|. BREVE HISTORIA DE LA CERVEZA Y EL PAN

Los alimentos fermentados han sidoy serdn claves en la construccion y el desarro-
llo de la civilizacion humana, como se demuestra a lo largo de este libro. Este capitulo
se enfocard en los alimentos fermentados posiblemente mas antiguos y mundial-
mente mas populares —la cerveza y el pan—- como queda demostrado por su nivel de
consumo, distribucion geogréfica, asi como por la gran diversidad de variantes y la
constante innovacion en su industria. Ambos se caracterizan por el uso de cereales
como materia primay como principal fuente de azlcares para la accion fermentativa
de las levaduras. La fermentacion alcohdlica por parte de levaduras especiales consti-
tuye la base de la produccién de ambos alimentos. En la cerveza, el alcohol en rangos
del 4 al 10% v/v es el producto metabdlico mas buscado, mientras que en el pan es
el gas carbonico, necesario para la generacion de burbujas vy el aireado de la masa
para lograr el volumen y la estructura deseada. En ambos casos el proceso fermen-
tativo conlleva a la sintesis de cientos de compuestos organolépticamente activos
que seran determinantes en el sabor y aroma (definido conjuntamente como flavor)
final de estos alimentos fermentados. La fermentacion requiere azicares, pero no
todos los tipos de azlcares son asimilables por las levaduras, por lo cual los cereales
ricos en almidén (azlcar no fermentable) requieren de tratamientos previos para su
uso. Estos se basan en la accion de enzimas (alfa y beta amilasas) como herramientas
fundamentales para la hidrélisis del almidon y “disponibilizacion” de aztcares fermen-
tables. La humanidad ha usado distintas fuentes de alfa y beta amilasas para obtener
azUcares fermentables de sustratos ricos en almidén, incluyendo la saliva humana en
las chichas sudamericanas, hongos en las bebidas asiaticas sake y shochu, y la de los
propios cereales como en la cerveza y otras bebidas equivalentes, que al ser germi-
nados o malteados generan la activacion de sus propias enzimas.

I.A. PRODUCCION DE CERVEZA

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida en todo el planeta y representa
una de las biotecnologias mas antiguas del mundo. Se produce mayormente con los
siguientes ingredientes principales, en proporcion relativa decreciente: agua, cebada
malteada (minoritariamente se usan otros granos malteados o no, tales como trigo,
maiz, arroz, mijo, sorgo, maiz, etc.), lupulo y levadura.

Uno de los primeros indicios arqueoldgicos de la produccion de bebidas fermen-
tadas que contenian arroz y frutas provienen de China y datan de 9.000 afios atras.
Las primeras producciones de bebidas semejantes a la cerveza se revelan en escritos
sumerios de hace 5.000 a 6.000 afos. Las tribus celtas diseminaron la produccion de
cerveza y su consumo hace 2.000 afos por toda Europa [1]. El proceso de elabora-
cion de cerveza ha evolucionado mucho desde entonces, implicando actualmente el
uso de algun cereal malteado molido (malta base), principalmente cebada cervecera,
que se mezcla con el agua en el primer paso denominado maceracion, en el cual se
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gelatiniza el almidén y se dan las condiciones fisicoquimicas para que actien las enzi-
mas amilasas del granoy se generen los azlcares fermentables, en particular maltosa,
maltotriosa y glucosa. En este paso también se agregan maltas especiales con distin-
tos procesos de caramelizacion o torrado que aportan al color y al aroma y sabor de
la cerveza. Luego la cama de restos de grano (bagazo) se emplea de filtro para lavar
los azlcares y compuestos de color, aroma y sabor hacia la olla de hervor, donde
se aplicara a este liquido azucarado denominado mosto temperaturas de ebullicién
durante al menos una hora. En esta etapa de coccién se agregan las flores del lipulo
las cuales aportaran el sabor amargo (que equilibra el dulce de la malta), aromas y sa-
bores especiales (florales, frutados o herbales dependiendo de la variedad de IUpulo)
y también propiedades antimicrobianas que ayudan a la estabilidad del producto.
El proceso de coccion implica también una fuerte coagulacion de material proteico
(ayuda a la clarificacion del liquido) y una baja considerable de los microorganismos
presentes, la cual es fundamental para que los sabores y aromas del producto final
provengan meramente de la accion de la levadura introducida por el productor en la
etapa subsiguiente: la fermentacién. Previo al proceso fermentativo el mosto lupula-
do debe ser enfriado a la temperatura requerida por la levadura a emplear y el estilo
de cerveza buscado. Para las cervezas ale es entre 17 y 23°C, mientras que para las
lager es entre 8 y 14°C. El proceso de fermentacion dura entre 2 a 7 dias y es seguido
luego por un periodo de maduracion en caliente (entre 14 y 24°C, dependiendo del
estilo) y luego en frio, que tienen como objetivo mejorar los aspectos organolépticos
del producto final, asi como su clarificaciéon, para luego proceder a su acondiciona-
miento en botella, latas o barriles.

Existen cientos de estilos diferentes de cerveza, la mayoria originarios de Europa,
derivados no solo de diferentes tipos de maltas, variedades de IUpulo y de levaduras,
sino también de diferencias en el proceso de elaboracion. A esta gran lista de estilos
se le van lentamente sumando innovaciones o aportes desde otros continentes, in-
clusive el sudamericano, incluida Argentina. Sin embargo, las cervezas denominadas
ale son las méas antiguas, las cuales se caracterizan por ser fermentadas a tempera-
turas mas elevadas (18-23°C), emplean en muchos estilos mas cantidad de maltas
y lupulo, y la levadura utilizada es alguna de las cepas domesticadas para cerveza
de la especie Saccharomyces cerevisiae (levadura ale). Las cervezas lager emergieron
mas recientemente a fines del siglo XIll, como resultado de comprobar que fermen-
taciones a menores temperaturas y periodos de maduracion en frio prolongados (en
bodegas o cuevas) daban como resultado cervezas mas livianas de sabor y aroma'y,
por lo tanto, mayor “tomabilidad’, y también mayor vida util del producto. En Europa
continental se fue lentamente restringiendo la posibilidad de hacer cerveza en las es-
taciones célidas, obligando a producir cerveza lager mayoritariamente. Asi fue como,
a diferencia de las islas britanicas donde se continud produciendo fuertemente esti-
los ale (ej. Pale Ale, India Pale Ale, Mild, Bitter, Scottish, Irish, Porter, Stout), numerosos cer-
veceros de la regién que hoy es Alemania y la republica Checa fueron incorporando
innovaciones a las cervezas lager que permitieron producir cervezas cada vez mas
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livianas, traslicidas y de mayor estabilidad y tomabilidad, creando asf una diversidad
de estilos que incluye: Pilsen, Marzen, Schwarzbier, Bock, entre otros [2].

Los cambios de temperaturas de fermentacién generaron un cambio significativo
en la microbiologia del proceso de elaboracion de cerveza, que explica las diferencias
notables entre las cervezas ale y lager. Estos cambios fueron recién comprendidos a
mediados del siglo Xlll gracias a los aportes de Louis Pasteur y mas tarde de Christian
Hansen, quienes entre otros cientificos, dilucidaron el rol de las levaduras en el pro-
ceso fermentativo y desarrollaron las técnicas para aislar y manipular microorganis-
mos puros. Esto tiene particular relevancia porque hasta el momento las cervezas se
elaboraban con fermentaciones mixtas, lo que significa que ademas de las levaduras
cerveceras se encontraban también otros microorganismos como bacterias y otras
levaduras, que sin duda contribuian negativamente a la complejidad del aromay sa-
bory a la estabilidad organoléptica de las cervezas de aquella época. Los productores
sabian empiricamente que, siagregaban parte de la crema densa que se originaba en
el fondo de cada fermentador luego de finalizada la fermentacion en una nueva pro-
duccion, es decir en mosto nuevo, este iba a proceder mucho mas rapido que sino lo
hacian. De esta manera estaban re-utilizando las levaduras y otros microorganismaos,
y al mismo tiempo aportando a la domesticacion de las primeras al proceso cerve-
cero. Este término, ‘domesticacion’, refiere a la seleccién y mejoramiento de especies
salvajes para obtener variantes cultivables con caracteristicas tecnoldgicas deseadas
que puedan ser empleadas en ambientes antrépicos como por ejemplo industriales.

Asi fue como al empezar a fabricar cervezas lager (a menor temperatura) los
microorganismos de la cerveza se vieron condicionados por el frio generando una
transicion de fermentaciones mixtas principalmente gobernadas por levaduras ale a
fermentaciones también mixtas pero gobernadas por levaduras fermentadoras adap-
tadas al frio (criotolerantes). Existen especies del género Saccharomyces diferentes a S.
cerevisiae que viven en bosques en zonas templadas a frias y que estan naturalmente
adaptadas a las bajas temperaturas, pero que mantienen una buena capacidad fer-
mentativa, por ejemplo S. uvarumyy el hallazgo mas reciente: S. eubayanus [3].

En el aho 1883 Hansen logra aislar y purificar el primer microorganismo, el cual
fue ni mas ni menos que la levadura lager, la cual se conoce actualmente como
Saccharomyces pastorianus. Esta levadura se repartio a las principales cervecerias del
mundo y se convirtid en el agente de fermentacion por excelencia, dando lugar a
que las cervecerfas profundicen sus protocolos de limpieza y sanitizacion para favo-
recer que gradualmente sea la levadura Lager el Unico agente de fermentacién en la
produccioén, asf es que hoy el 95% de la produccion es lager [4]. Sin embargo, en las
Ultimas décadas se observa un fuerte crecimiento en la produccion y demanda de
cervezas artesanales, tanto en la Argentina como en todo el mundo. En el afio 2000
comenzd la revolucion de la cerveza artesanal en Estados Unidos como respuesta a
la busqueda de los consumidores de nuevos y mas complejos sabores y aromas. Diez
anos después Argentina se suma a esa tendencia, alcanzando hoy el 3% del mercado
nacional (1200 cervecerias artesanales), cuando en EE.UU. ya superd el 10% (mas de
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3000 micro-cervecerias). Este proceso se da en paralelo al de la oligopolizacion de la
produccién a escala industrial.

El crecimiento del consumo de la cerveza artesanal puede explicarse por diversos
factores. Entre ellos, estdn un renovado interés de consumo de productos locales y
una mayor demanda turistica por el consumo de bienes artesanales locales, entre los
que se incluyen alimentos y bebidas.

[.B. PRODUCCION DE PAN

El pan fermentado resulta de la actividad de microorganismos productores de gas
que generan burbujas en la masa aumentando su volumen. Las materias primas son
cereal molido (usualmente harina de trigo), agua y levaduras o bacterias fermentadoras.
Pueden agregarse otros ingredientes como materia grasa, sal, miel, frutas, semillas, fru-
tos secos. La evidencia arqueoldgica mas antigua de panes fermentados proviene del
segundo milenio en Egiptoy el primer milenio en China. Sin embargo, el origen del in6-
culo microbiano de los panes de la antigiiedad no es claro. No se sabe si las levaduras
se dispersaron desde ambientes naturales contiguos (como cereales, suelo y arboles) o
desde bebidas fermentadas, o si ocurrié el proceso inverso. La evidencia arqueolégica
de las bebidas fermentadas precede a la de los panes, sin embargo, esto puede deberse
a la mejor conservacion de las bebidas por su contenido alcohdlico [5].

El arte de los panes fermentados se desarrolld durante la Edad Media y fue dise-
minandose a través del Mediterrdneo y de los paises del Medio Oriente. Hasta la Edad
Media, el pan fue elaborado mayormente en los hogares. Durante la expansion de
la poblacion en los siglos XI'y XlI, se construyeron molinos y hornos comunitarios,
haciendo que el proceso de elaboracion del pan sea parte de la organizacion de la
comunidad. Los panaderos profesionales se hicieron populares. La elaboraciéon del
pan consistia en mezclar harina, agua y masa madre. La masa madre se obtiene a
partir de harina y agua y contiene levaduras y bacterias acido lacticas. Estos microor-
ganismos venian de la harina, el agua y/o de otros ambientes panaderos o cervece-
ros. Dependiendo de la localizacion geogréfica y de los habitos culturales, se usaban
diferentes tipos de harinas, incluyendo trigo, cebada, centeno, espelta, maiz, sorgo,
etc. En el siglo XIX, la industrializacién de la produccion de alimentos y el advenimien-
to de la microbiologia como ciencia generaron cambios en las practicas panaderas.
La posibilidad de hacer cultivos puros y de trabajar con levaduras secas dieron lugar
al desarrollo de los “starters” o cultivos iniciadores industriales de levaduras. Este de-
sarrollo revoluciono la producciéon panadera y pastelera. Las consecuencias de estos
cambios son evidentes en la actualidad, donde la mayor parte de los panificados
se elaboran utilizando la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae, 1o que genera
reproducibilidad y control en el proceso industrial. Existen ademas masas madre co-
merciales que contienen levaduras y bacterias seleccionadas con las caracteristicas
deseadas. Ademas, actualmente, también se utiliza masa madre natural, que es fer-
mentada espontaneamente, sin starters (inoculantes) comerciales [5].
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Il. LEVADURAS ASOCIADAS A PAN Y CERVEZA
[I.LA. LEVADURAS DE LA CERVEZA

A pesar de que hay cientos de variedades de cerveza diferentes, la mayoria puede
ser agrupada en 2 tipos en funcién de la levadura utilizada: cervezas ale elaboradas
con levaduras ale (S. cerevisiae, fermentacion alta) y cervezas lager elaboradas con
levaduras lager (S. pastorianus, fermentacion baja).

IILA.1. LEVADURAS ALE

Las levaduras ale son las mas antiguas, dado que son las que se fueron adaptando
mediante el proceso de domesticacion al proceso cervecero mas tempranamente.
Del mismo modo en que se han domesticado a los perros para distintos fines (caza,
compania, carrera, etc.) durante quince mil afos a partir del lobo salvaje ancestral, a las
levaduras ale también se las fue modificando genéticamente pero sin estar en cono-
cimiento de elloy en un periodo de tiempo de solo cientos de afos. Es asi como hoy
existen variedades o cepas (equivalentes a razas) de S. cerevisiae que son mas aptas
para uso en cerveza (levaduras ale), y otras que han sido domesticadas fuera del mun-
do cerveceroy son mas aptas para otros procesos fermentativos como la fabricacion
de vino, sake y pan. En comparacion con las otras variedades de levaduras de uso
industrial, las levaduras cerveceras son las que han sufrido los cambios mas radicales
anivel genético debido a que la produccion continua de cervezay la re-utilizacion de
las levaduras como se mencionara antes profundizé la adaptacion y domesticacion
al proceso cervecero. Entre los cambios mas destacados podemos mencionar mayor
tolerancia a altos contenidos de azdcar y de alcohol, menor produccion de aromas
indeseados (fenoles) y una mas eficiente utilizacion de maltotriosa (azlcar especifico
del mosto cervecero). Estudios recientes sugieren que el proceso real de domesti-
cacion de las levaduras ale comenzé mucho mas recientemente de lo que se creia,
alrededor de los afios 1600-1700, cuando iniciaron las producciones cerveceras mas
industrializadas. El analisis a nivel gendmico reveld que existen 2 grandes grupos de
cepas de levaduras ale que poseen estas caracteristicas tecnoldgicas Utiles para la
elaboracion de la cerveza, el mas grande e importante contiene 3 sub-grupos: leva-
duras provenientes de cervezas alemanas muy particulares (levaduras de cervezas Alt
y Kolsch), levaduras britanicas, y levaduras belgas y de cerveza de trigo. Estas Ultimas
tienen la caracteristica diferencial de mantener la capacidad de producir compuestos
fendlicos que otorgan los aromas especiados caracteristicos de dichos estilos. El se-
gundo grupo de levaduras cerveceras esta emparentado con las levaduras de vino,
a diferencia del grupo principal que estd mas emparentado con las levaduras de uso
en panificacion e incluye cepas de usos variados [1, 6, 7].

Las levaduras ale en general poseen una alta capacidad de producir compuestos
organolépticamente activos, en particular ésteres que aportan a las cervezas aromas
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y sabores frutados muy particulares. Existen determinados estilos de cerveza ale don-
de las levaduras son protagonistas en el aroma y sabor, donde dichos ésteres son
muy importantes, por ejemplo estilos britanicos como Pale Ales o Scottish, o en estilos
de origen Belga donde, a la gran produccion de ésteres, se le suman compuestos fe-
nolicos especiados que crean una complejidad Unica. Quizas el estilo mas notable en
cuanto al aporte de las levaduras ale es el de las cervezas de trigo donde las levaduras
usadas para ese estilo en particular producen mucho acetato de isoamilo que aporta
sabor y aroma a banana [8, 9]. En resumen, gracias a que se dieron distintos proce-
sos de domesticacion en lugares y condiciones de produccion diferentes es que hoy
existen cientos de cepas distintas de levaduras ale que tienen atributos deseables
para diferentes estilos de cerveza, y explican la gran diversidad de estilos ale que hoy
se pueden disfrutar.

II.LA.2 LEVADURAS LAGER

Como se menciond previamente, este tipo de cervezas se origind en el siglo XV
a partir del descubrimiento de que fabricar y madurar cervezas a bajas temperaturas
producia cervezas mas ligeras y tomables y de mayor vida util. Esta nueva modalidad
productiva favorecié a aquellas més adaptadas a las bajas temperaturas y a la selec-
cion de forma natural de una nueva levadura, un hibrido entre una levadura ale (S.
cerevisiae) y otra especie sacaromicética adaptada a bajas temperaturas. Este hibrido,
S. pastorianus, fermenta a temperaturas entre 5-15 °Cy es uno de los microorganis-
mos biotecnolégicamente mas relevantes del mundo, porque es el responsable de
la produccion del 95% de la cerveza a nivel mundial. Sin embargo, no se descubrid
hasta hace unos pocos anos cual era el parental criotolerante. La falta de este eslabdn
en el conocimiento y la historia de la levadura lager constituy® una gran limitacion
para la investigacion de los procesos de domesticacion de esta levadura y para la
innovacion y construccion de nuevas levaduras lager.

Hoy existen tan solo dos tipos de levaduras lager denominadas Saaz (o Tipo 1)
y Frohberg (o Tipo 2), las cuales se diferencian basicamente en la proporcién de su
ADN que conservan de cada uno de sus parentales. Las levaduras Frohberg son las
que actualmente mas se emplean en la industria, debido a que contienen mayor
proporcion de ADN de S. cerevisiae y por lo tanto tienen mejores caracteristicas para
fermentar a mayores temperaturas (12-14°C) que las Saaz (8-10°C). Existen eviden-
cias genéticas que estos dos grupos se originaron de un solo evento de hibridiza-
cién, por lo cual provendrian de una Unica cepa de levaduras ale y una Unica cepa
de S. eubayanus. El descubrimiento de S. eubayanus y de distintas poblaciones de la
especie, significé un avance muy importante a nivel cientifico, pero también a nivel
tecnoldgico, porque al contar con los dos parentales ahora es posible construir
hibridos nuevos pero pudiendo elegir los parentales mas interesantes para cada
interés productivo particular.
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[1.B. LEVADURAS DEL PAN

Las levaduras de panificacion comparten con las cervezas ale al mismo microor-
ganismo inicial: S. cerevisiae. Las cepas utilizadas para elaborar cerveza y pan son fi-
logenéticamente cercanas (pero no iguales), lo que demuestra que en un principio
estas cepas se usaban indistintamente para fabricar estos alimentos. Actualmente
hay cepas de S. cerevisiae especificamente adaptadas a cerveza o a pan. Las levaduras
del pan no solamente afectan su volumen y estructura, sino también su sabor y aro-
ma, color y vida Util.

Existen varias formas de elaborar pan. Puede utilizarse un cultivo iniciador o “star-
ter" como levadura fresca, seca o instantdnea, obtenida comercialmente, o puede
elaborarse el pan a partir de masa madre iniciada a partir de un “starter” o iniciada de
forma natural [10].

La masa madre natural se inicia mezclando algun tipo de harina integral y agua
y eventualmente pueden agregarse otros ingredientes como frutas o miel que tam-
bién pueden ser fuente de microorganismos. Dia tras dia se va “alimentando” a la
masa madre con mas harina y agua hasta que la mezcla comienza a fermentar na-
turalmente. Este proceso se repite hasta que la masa madre esté lista para elaborar
pan. En ese momento se usa una parte para el pan y otra parte se mantiene por re-
inoculacion continua de harina y agua hasta que se desee volver a utilizar. En estas
masas madre se obtienen mezclas de levaduras y bacterias acido lacticas que le dan
caracteristicas particulares al pan elaborado de esta manera, como mayor acidez, aro-
ma Yy sabor particulares y costras mas crocantes [11].

Comparado con la industria de la cerveza, donde el uso de levaduras alternativas
ha crecido en los Ultimos anos, el uso de cepas no convencionales para panificados
ha recibido poca atencién. Esto se debe a la creencia general de que lo Unico que
aportan las levaduras en el pan es el gas producido, ya que los aromas aportados por
las levaduras se perderian con el calor del horneado. Sin embargo, diferentes estudios
han demostrado que los compuestos derivados de las levaduras contribuyen en gran
parte al perfil de aromas del pan [10, 12].

Por otra parte, S. cerevisiae normalmente es considerada inocua desde el punto de
vista de seguridad alimentaria. Sin embargo, en los Ultimos afos las infecciones por
S. cerevisiae han aumentado, y se han encontrado cepas particulares de esta especie
que se utilizan en alimentos o complementos dietarios que poseen alta capacidad
patogénica, por lo que su condicion de inocuidad, en particular para pacientes inmu-
nocomprometidos, esta en revision. La posibilidad de utilizar una levadura alternativa
como S. eubayanus para produccion de alimentos seria una soluciéon a esta proble-
matica debido a que no tienen capacidad de crecimiento a la temperatura corporal
humana [13].
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I1l. EL CASO DEL HIBRIDO LAGER Y SUS ORIGENES PATAGONICOS

A partir del siglo XV, la evolucién en los procesos de elaboracion de cervezas,
mas alld de su tipo, implico un proceso de seleccion y ‘domesticacion” de levaduras
subyacente a la produccion, de manera que fueron adquiriendo caracteristicas que
las hicieron mas aptas y eficientes para su utilizacion en el proceso de fermentacion.
Esta actividad ha tenido como consecuencia una elevada influencia sobre la diver-
sidad genética y la progresiva diferenciacion de poblaciones. Actualmente, existen
diferentes levaduras disponibles para cada proceso de fermentacion. Sin embargo,
esta diversidad y sus adaptaciones especificas a los nichos industriales no habian sido
estudiadas hasta hace relativamente poco tiempo [2, 4, 14].

Hacia 2011, se sabia que la levadura Lager, Saccharomyces pastorianus, era un or-
ganismo hibrido, pero aun no se sabifa cudles eran sus levaduras parentales. Ese hibri-
do parecia involucrar a S. cerevisiae (posiblemente alguna cepa de las utilizadas para
la produccion de ale) y una cepa compleja denominada S. bayanus y que Unicamente
se encontraba en cervezas contaminadas. Sin embargo, no habfa consenso sobre la
condicion de parental de S. bayanus [15].

Entre los resultados de sus proyectos de investigacion, el equipo del CRELTEC
(Centro de Referencia en Levaduras y Tecnologia Cervecera) reporté, en colabora-
cién con grupos de investigacion de Portugal y Estados Unidos, el aislamiento de
una nueva especie aislada de los bosques patagdnicos a la que, luego de realizar
los estudios genéticos correspondientes, pudieron identificar como la “madre” de la
levadura Lagery la bautizaron con el nombre S. eubayanus, la verdadera bayanus. En
ese mismo trabajo se demostrd que S. bayanus en realidad no correspondia a una
especie bioldgica sino a un triple hibrido con aportes de S. cerevisiae, S. eubayanus 'y
una tercera especie llamada S. uvarum.

Un tiempo después de la publicacion del Dr. Libkind y col., otros grupos de espe-
cialistas en levaduras intensificaron sus intentos de aislar esta levadura y algunos con
mucho esfuerzo tuvieron éxito en EEUU y Canada, luego en China, y un poco después
en Nueva Zelanda. Al estudiar el genoma de estas levaduras encontraron algunas ce-
pas en USA un poco mas cercanas genéticamente al hibrido que las patagénicas y las
versiones chinas se acercaron levemente mas, lo suficiente como para adjudicarse el
origen de la madre de la levadura Lager. El equipo del CRELTEC se propuso entonces
profundizar el estudio de S. eubayanus en la Patagonia a fin de entender si se trataba
de una levadura nativa de los bosques y evaluar su distribucién. Asi, se obtuvieron
mas de 200 especimenes de la especie en la Patagonia andina, desde el norte de
Neuquén hasta Tierra del Fuego. Se obtuvieron principalmente en Argentina pero
también en Chile, superando ampliamente lo obtenido en otros lugares del mun-
do donde no excedian los 10-15 aislamientos. Los resultados demostraron que la
abundancia de S. eubayanus en Patagonia es la mas alta a nivel mundial, hasta 100
veces mayor, y su distribuciéon se demostré estar preferentemente asociada a los bos-
ques de ciertas especies de arboles endémicos del género Nothofagus. Luego los 200
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aislamientos obtenidos fueron estudiados a nivel genémico mostrando la existencia
de dos grandes poblaciones (Ay B) y al menos 5 subpoblaciones genéticamente dife-
rentes y poniendo en evidencia que la Patagonia posee la mayor diversidad genética
conocida de la especie. Los datos previos sumados a estos sugieren fuertemente la
naturaleza autoctona de esta levadura para el sur argentino, situacion que no pudo
hasta el momento confirmarse para otro lugar del planeta. Ademads, se relevaron las
propiedades fermentativas de la mayorifa de los grupos genéticos encontrados, pu-
diendo seleccionar las cepas mas interesantes para transferir a la industria [16, 17, 18].

IV. ALIMENTOS FERMENTADOS CON S. EUBAYANUS: EL DESAFIO DE LA
VINCULACION PUBLICO-PRIVADA

A pesar de la prevalencia de S. cerevisiae en la produccion de alimentos, el uso de
especies no sacaromicéticas estéd siendo considerada como una forma de mejorar
los sabores, aromas y funcionalidad de una gran cantidad de alimentos, incluyendo
cervezas, pan, vinos y sidra.

Luego del descubrimiento de lalevadura S. eubayanus, la madre de la levadura con
la que se fabrica el 95% de la cerveza a nivel mundial, la gran pregunta era si se podia
hacer cerveza con esta levadura patagonica. La experiencia del CRELTEC como labo-
ratorio de cienciay tecnologia cervecera no era suficiente como para poder evaluar el
valor tecnoldgico de S. eubayanus y por lo tanto estaba en una posicion débil para su
negociacion frente al fuerte interés por parte de los productores de todo el mundo.
Ante el riesgo de que otros se apropien de un recurso bioldgico argentino, ya que
el descubrimiento estaba publicado, se decidié iniciar un camino de investigacion
enfocado en entender si esta levadura servia para hacer cerveza, qué caracteristicas
podia tener ésta, y si era factible utilizarla industrialmente como un nuevo insumo
que agregara valor y diferenciacion productiva. Bajo el asesoramiento de expertos
locales como el Dr. Pablo Tognetti, se realizd el primer batch de cerveza elaborada
con S. eubayanus a nivel mundial en un garaje de la ciudad de Bariloche. El resultado
fue una cerveza fresca y de complejidad liviana (tipo lager), de final algo dulce y don-
de predominaban notas especiadas, en particular clavo de olor. Este primer ensayo
generd el entusiasmo necesario para sequir estudiando la levadura a escala labora-
torio, lo que rapidamente evidencié que S. eubayanus no era una levadura “facil’, algo
comprensible por su condiciéon de salvaje. Los ensayos comparativos con levaduras
lager en mosto cervecero mostraron algunas limitaciones como el no consumo de
maltotriosa (el sequndo azucar fermentable mas importante del mosto cervecero),
una menor produccién de alcohol, baja floculacién (dando origen a cervezas turbias)
y produccién de fenoles (aroma y sabor a clavo de olor) que en las cervezas Lager
son considerados defectos. Quedd en evidencia entonces la necesidad de realizar
adaptaciones al proceso o a la levadura. Asi se inicid un proceso de domesticaciéon
acelerada conocida técnicamente como Evolucion Experimental Dirigida en donde
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luego de dos afos de trabajo se obtuvo una variante con caracteristicas mejoradas
que mostré una fermentacion mas rapida, mayor consumo de azUcares y confiabili-
dad en las fermentaciones [16].

Al mismo tiempo se inicié un proceso de fuerte acercamiento al sector cerve-
cero, que en el 2012 en Bariloche mostraba un auge atipico para nuestro pais.
Répidamente fue evidente que él éxito de la vinculacién dependia de poder hablar
un idioma comun entre la parte cientifica y la productiva, pues esta segunda tenia
serias limitaciones y deficiencias en los aspectos microbioldgicos y bioquimicos del
proceso productivo y no contaba con estrategias de control de calidad. Asi fue como
se inicié un intenso proceso de aprendizaje por parte de los referentes del laboratorio
de microbiologia en aspectos de elaboracion, andlisis sensorial, estilos cerveceros, lo
que sirvié para construir las bases de la vinculacién futura. En simultdneo se fueron
desplegando y poniendo a disposicion servicios de control de calidad de producto y
materias primas que no existian por entonces. También se incorporaron nuevos recur-
sos humanos al laboratorio formados en dreas como biotecnologia y tecnologfa de
los alimentos, se incorpord equipamiento acorde a la tematica, se iniciaron proyectos
de investigacion y desarrollo en el tema, muchos con participacion de empresas, y se
iniciaron capacitaciones concebidas para cerveceros de distintas escalas productivas
dando origen al programa itinerante Ciencia y Cerveza. En paralelo y con el acom-
pafamiento del drea de vinculacion de CONICET se encaraba la inimaginada odisea
de la transferencia de un recurso biolégico argentino al sector productivo, algo de
lo que no habia antecedentes. En el aflo 2015 el CONICET, la Universidad Nacional
del Comahue y Administracion de Parques Nacionales finalmente sustanciaron una
licencia sin precedentes en donde la empresa Heineken, segunda productora mun-
dial de cerveza, accedio a la madre de la levadura Lager para elaborar la cerveza Wild
Lager H41 de edicién limitada que se fabrica en Holanda y se comercializa en diversos
pases de Europa, Asia y América, incluida Argentina. La licencia es exclusiva a nivel
industrial permitiendo el uso de la levadura a productores artesanales argentinos. Al
mismo tiempo se desarrolld un proyecto de I+D conjunto entre IPATEC y Heineken
financiado por la empresa holandesa buscando generar nuevas variedades hibridas.
Esto fue una licencia sin precedentes para Argentina, asf como para Heineken, quien
no habia innovado su receta de bandera durante 140 afos, para hacerlo finalmente
con una levadura argentina.

En el aflo 2018 fue posible generar las primeras licencias con las cervecerias ar-
tesanales argentinas, 11 de Bariloche y el Bolsén, dado que se dio prioridad a las
cervecerias asociadas a la Asociacion de Cervecerias Artesanales de Bariloche y
Zona Andina (ACAB) por un periodo de 2 afnos. Asi se generd el proyecto Cervezas
Patagonia Salvaje con las cuales se identifican las cervezas elaboradas con S. eubaya-
nus (rebautizada como EUBY®). Las cervezas del proyecto tienen la particularidad de
contar con ingredientes Unicos y locales como el agua de deshielo ideal para la ela-
boracién, el lupulo patagoénico y la famosa EUBY®, faltando solo la cebada local para
lograr productos 100% regionales. En el ano 2019 gracias a una iniciativa del INTA y
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otros actores privados se presentd conjuntamente la primera cerveza 100% rionegri-
na incorporando cebada cultivada en el Bolsén y malteada localmente, demostrando
que es posible generar productos 100% locales. Luego, con la cerveceria Manush se
ided una cerveza especial con buenas capacidades de hidratacion y recuperacion
para deportistas extremos, que se presentd en la competencia Ironman, empleando
a EUBY® que naturalmente queda en suspension, siendo una fuente importante de
protefnasy vitaminas del complejo B. También produce fenoles que poseen actividad
antioxidante y deja azUcares residuales que brindan calorias extra. Su contenido alco-
hélico fue a propdsito bajo, de sélo el 3%, y se agregd un plus de minerales de Ca, Mg
y Zn, asi como coriandro por su frescura y actividad antiinflamatoria. La cerveza fue
denominada Sauvage y se produjeron 1000 litros de los cuales se consumieron 700
solamente por los competidores del ronMan 2018 de Bariloche.

En cuanto al uso de EUBY® en panificados, pruebas preliminares llevadas a cabo
en el CRELTEC evidenciaron una buena velocidad de fermentacién, especialmente a
temperaturas de entre 4 y 15 °C, sabor afrutado y aroma pronunciado, y una buena
conservacion de masas en frio. Esta Ultima caracteristica es particularmente intere-
sante, debido a que el almacenamiento de masas congeladas es una practica comun
en las panaderias, por lo que este proceso requiere de cepas tolerantes al frio que
conserven su capacidad fermentativa luego de ser congeladas.

Actualmente se estd llevando a cabo un proyecto para estudiar con rigor cientffi-
co el uso y caracteristicas de EUBY® en panificados, en donde se evaluara la domesti-
cacion de la levadura para su uso en panificacion y se estableceran las condiciones de
produccion de la levadura, su implementacion y transferencia al sector productivo.
Dicho proyecto se llama PFIP-ESPRO: “Desarrollo y transferencia de levaduras nativas
para diferenciacion productiva y agregado de valor en la gastronomia patagénica” El
desarrollo de una levadura patagodnica apta para panificacion con propiedades orga-
nolépticas diferenciales y un desempefio productivo mejorado serd una innovacion
sin precedentes para la region y el pais.

El interés creciente en productos tradicionales, artesanales y regionales, asi como
la demanda de productos con perfiles de aromas distintivos, evidencia un renovado
interés en el potencial del uso de microorganismos nativos no convencionales para
elaborar alimentos fermentados con agregado de valor y diferenciacién productiva.
Esto pone en valor los recursos biolégicos nativos y su explotacion para fomentar la
sinergia entre el sector cientifico y productivo.

V. DECLARACION DE POSIBLES CONFLICTOS DE INTERES

Los autores declaran no tener ningun conflicto de interés.
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RESUMEN

Los alimentos y bebidas fermentados estan entre los primeros ali-
mentos producidos y consumidos por los seres humanos, formando
parte importante de la cultura y gastronomia de practicamente todas
las poblaciones alrededor del mundo. El proceso de fermentacién ha
sido importante desde un punto de vista histérico ya que incrementa
la seguridad y el tiempo de conservacion de los alimentos junto con
cambios deseables en sus propiedades organolépticas. Pero, ademas,
al dfa de hoy sabemos que la fermentacion modifica o incrementa las
propiedades nutritivas de los alimentos y produce compuestos funcio-
nales capaces de mejorar el estado de salud. Durante la fermentacion,
los microorganismos responsables del proceso compiten e impiden el
crecimiento de microorganismos alterantes y patégenos, sintetizan vi-
taminas y aumentan la biodisponibilidad de los minerales presentes en
la materia prima de origen, producen péptidos biolégicamente activos
y eliminan antinutrientes. Muchos de los alimentos fermentados con-
tienen microorganismos vivos que pueden contribuir a mejorar la salud
de los consumidores de una manera similar a los alimentos probiéticos.
Entre los microorganismos mas estudiados y utilizados en la elaboracion
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de alimentos y bebidas fermentadas se encuentran las bacterias del aci-
do lactico, como las de los géneros Lactococcus y Lactobacillus, aunque
otros microorganismos —como las levaduras y los hongos—también son
importantes. Practicamente todos los tipos de alimentos que contienen
hidratos de carbono y proteinas son susceptibles de ser fermentados,
pero destacan los obtenidos a partir de la fermentacién de la leche, los
cerealesy las legumbres. Mas alla de sus beneficios nutricionales y sobre
la salud, la promocién del consumo de alimentos fermentados podrfa
tener un papel social, ayudando al desarrollo de comunidades més des-
favorecidas como han demostrado los programas “Yogurito Escolar”y
"Yoba for Life".
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l. INTRODUCCION

Se cree que los alimentos fermentados han sido parte de la dieta del ser huma-
no desde la aparicién de nuestra especie en la tierra [1], lo que explica por qué los
alimentos fermentados han sido parte central de practicamente todas las culturas y
gastronomias conocidas en alguna de sus formas (pensemos en el papel del vino,
la cerveza o el pan). La presencia de alimentos fermentados, como parte de nuestra
alimentacion desde los inicios de nuestra especie, supone que tanto nuestro sistema
digestivo como nuestras funciones bioldgicas han evolucionado para adaptarse a
este tipo de alimentos, lo que ayudaria a explicar la asociacion entre el consumo re-
gular de alimentos fermentados en la dieta y un mejor estado de salud [2].

Los alimentos fermentados son aquellos alimentos o bebidas producidos me-
diante un proceso de transformacién microbiana que da lugar a cambios fisicoqui-
micos en su composicion. Las bacterias acido lacticas (BAL) son los microorganismos
mas utilizados en la produccion de alimentos y bebidas, pero existen muchos mas,
incluyendo hongos y levaduras.

Las evidencias en humanos aun son escasas, pero estudios recientes parecen aso-
ciar el consumo de alimentos fermentados, de manera similar a lo que ocurre con el
consumo de alimentos probidticos, con cambios beneficiosos en la microbiota intes-
tinal, el mantenimiento de determinadas funciones fisiologicas y, en general, con un
mayor bienestar. Aunque los alimentos fermentados y los probidticos pueden estar es-
trechamente relacionados, ya que muchos de los organismos presentes en alimentos
fermentados estéan filogenéticamente relacionados con las cepas microbianas que se
utilizan como probioticos [2], y el consumo de ambos estd asociado con un efecto
positivo en la salud, no son lo mismo. La principal diferencia es que los probidticos, por
definicién, son “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades ade-
cuadas, confieren un beneficio sobre la salud del consumidor”[3], y tanto la dosis como
el tipo de microorganismo especifico que se debe consumir para obtener ese efecto
beneficioso debe estar perfectamente definida. Sin embargo, en un alimento fermenta-
do, la comunidad microbiana total no esta claramente definida y esta formada por una
0 varias especies dominantes acompafnadas de otras especies que pueden variar, y que
ademas no tienen por qué estar vivas en el momento en el que se consume el alimento
fermentado. A su vez, los alimentos fermentados no tienen por qué tener asociado un
beneficio especifico sobre la salud, mientras que un probidtico, por definicion, si debe
tenerlo. En los alimentos fermentados, lo que si estd claramente definido es el tipo de
transformacion microbiana que se produce y los cambios que se dan en la matriz ali-
mentaria. Llama la atencion, la existencia de estudios que indican que la eficacia de los
probiodticos parece aumentar cuando se consumen junto con alimentos fermentados,
como por ejemplo en forma de yogures o leches fermentadas con probidticos [4].

En este capitulo se presentan evidencias cientificas sobre el papel beneficioso que
los alimentos fermentados pueden tener sobre la salud y el bienestar, lo que hace
que sea interesante y recomendable que formen parte de la dieta habitual.
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I. LA FERMENTACION DE LOS ALIMENTOS: CULTURA, GASTRONOMIA Y CIENCIA

materia prima de origen y del tipo de fermentacion (ver Figura 1), y que van desde
el mikyuk o muktuk, que es como denominan los Inuit a la piel y grasa de ballena
fermentada, a las bebidas a base de flores fermentadas que elaboran los aborigenes
australianos. Muchos de estos alimentos fermentados todavia son producidos en las
propias casas y consumidos de forma local [5].

Figura 1. Alimentos fermentados alrededor del mundo
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El superindice indica el tipo de materia prima de origen: (1) cereales y semillas; (2) leche; (3) legum-
bres; (4) frutas, verduras, tubérculos y otros vegetales; (5) carne; (6) pescado y marisco.

Las dietas tradicionales como la dieta mediterranea o la cocina tradicional de los
paises asiaticos, incluyen gran cantidad y variedad de alimentos fermentados. La in-
dustrializacion de la producciéon de alimentos durante el siglo pasado redujo la di-
versidad de los alimentos fermentados consumidos, principalmente, en los paises
desarrollados [2], reduciéndose su presencia en la dieta habitual de las diferentes
poblaciones, conforme estas se alejaban de sus dietas tradicionales. Sin embargo, en
los Ultimos anos, el desarrollo de alimentos funcionales es una de las principales ten-
dencias en alimentacién que, a su vez, ha incrementado el interés sobre los alimentos
fermentados por su potencial efecto beneficioso sobre la salud [6], aumentando al
mismo tiempo la popularidad de alimentos fermentados con probidticos adiciona-
dos como la kombucha, el yogur o el kefir.

Teniendo en cuenta el mercado actual de alimentos, el yogur y los lacteos fer-
mentados posiblemente son los productos fermentados mas populares entre los
consumidores, pero los cereales, vegetales, legumbres vy frutas fermentadas se estan
abriendo camino en los lineales de los supermercados [6]. Aunque los productos
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carnicos, los derivados de pescado v las frutas y verduras fermentadas son consumi-
dos tradicionalmente y son muy interesantes desde un punto de vista nutricional,
los productos lacteos, cereales y legumbres fermentadas son los que estan teniendo
una mayor presencia y crecimiento en los mercados junto con la kombucha vy el ki-
mchi, con un crecimiento previsto del 30% en los proximos 5 afios segun un informe
de Lantern. Una de las razones de este resurgimiento es su potencial papel como
promotores de la salud, papel que se conoce bien desde principios del siglo pasado
cuando el Dr. Elie Metchnikoff, que recibié el premio Nobel por sus estudios sobre el
papel de la fagocitosis en la inmunidad, sefalé una posible asociacién entre mayor
consumo de yogury una mayor longevidad en ciertas comunidades de Bulgaria [5].

El tipo de fermentacién puede ser clasificada en funcién del tipo de metabolito
principal que se produce y de los principales microorganismos implicados:

» Fermentacion alcohdlica: alcohol y dioxido de carbono (levaduras).

Fermentacion acética: acido acético (bacterias del género Acetobacter).

Fermentacion lactica: acido lactico (BAL).

Fermentacion propidnica: acido propidnico (bacterias del género Propini-
bacterium).

Fermentacion butirica: acido butirico (bacterias del género Clostridium)

Fermentacion proteica o amoniacal: amonfaco y acidos grasos (bacterias
del género Bacillus y hongos).

Asi, la combinacion de diferentes materias primas de partida y de diferentes mi-
croorganismos es responsable de la existencia de los méas de 3500 alimentos fermen-
tados distintos que se pueden encontrar alrededor del mundo [7].

Aunque el proceso de fermentacion esta dirigido por unos pocos microorganismos
dominantes, durante la fermentacion se dan complejos cambios dindmicos que afec-
tan de manera distinta a las a diferentes cepas y poblaciones microbianas minoritarias,
y van a producir las variaciones en la composicion y en las propiedades organolép-
ticas que se observan en los diferentes productos fermentados. Esto, ademas, se ve
influenciado por otros pardmetros como el tiempo vy la temperatura de fermentacion.
Por dichos motivos, en fermentaciones tradicionales y menos controladas hay mucha
variacion en cuanto a calidad, propiedades nutricionales, sabor y textura. A el contexto
industrial, este proceso es —en general- cuidadosamente controlado, seleccionandose
los microorganismos que van a dar lugar a la fermentacion, y poniendo atencion a la
estabilidad espacial y temporal del proceso con el fin de producir alimentos de alta cali-
dad y con una calidad homogénea entre los distintos lotes de produccion [2].
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La fermentacion de alimentos confiere ciertas ventajas: 1) facilita la conservacion
de alimentos debido a los cambios que se producen en el pHy a la presencia de com-
puestos antimicrobianos, como acidos organicos, alcohol o bacteriocinas; 2) produce
cambios en el sabory la textura, mejorando las propiedades organolépticas y hacién-
dolos mas apreciados por los consumidores; 3) confiere beneficios nutricionales que
dependen del tipo de fermentacién y de la matriz alimentaria, entre los que destacan
los cambios en la disponibilidad de nutrientes y la eliminacion de compuestos toxi-
cos y antinutrientes. La combinacion de todos estos efectos hace que los alimentos
fermentados sean muy interesantes a tanto desde una perspectiva gastrondmica
como nutricional.

I11. BENEFICIOS NUTRICIONALES DE LOS ALIMENTOS FERMENTADOS

La fermentacion de los alimentos produce cambios en la composicion, tanto de
los macronutrientes como de los micronutrientes. Por ejemplo, muchas BAL mues-
tran capacidad amilolitica durante el proceso de fermentacion, contribuyendo a la
hidrolisis del almidon e incrementando su digestibilidad y la disponibilidad energéti-
ca del alimento [8]. Por el contrario, existen otros microorganismos que disminuyen
la biodisponibilidad del almidon, produciendo almiddn resistente.

La fermentacion es capaz de producir también un incremento en la digestibilidad
de la proteina y del contenido de aminoéacidos libres, que serdn mas facil de absorber
durante la digestion, lo que es muy interesante desde el punto de vista nutricional
[9-11]. Esto parece ser un efecto general presente en la mayoria de BAL, ya que se
ha confirmado en diferentes cepas bacterianas y matrices alimentarias como en el
caso de elaboraciones a base de quinoa fermentada y masas madre de harinas ger-
minadas [12, 13]. Es importante tener en cuenta que, aunque la fermentacion parece
incrementar de manera general la biodisponibilidad de proteinas, al mismo tiempo,
Ciertas cepas bacterianas podrian utilizar y reducir la cantidad de algunos aminoaci-
dos esenciales, reduciendo el valor nutricional de ese alimento [14]. Asi, desde el pun-
to de vista de la produccion de alimentos, si el objetivo es mejorar la digestibilidad y
la biodisponibilidad del almiddn o de las proteinas presentes, es importante seleccio-
nar cuidadosamente los microorganismos que se van a utilizar en ese proceso de fer-
mentacion de manera que se obtenga un producto con el perfil nutricional deseado.

La fermentacién puede producir también nuevos compuestos con valor nutri-
cional o con un efecto positivo sobre la salud, como por ejemplo lactato, vitaminas
del grupo B, aminoacidos esenciales y compuestos derivados, péptidos bioactivos,
polisacaridos, isoflavonas mas biodisponibles, dcido y-aminobutirico y compuestos
antioxidantes, entre otros [2, 15]. En el tempeh, que es producido por la fermenta-
cion de los granos de soja y originario de Indonesia, aumenta el contenido de vi-
taminas tales como 4cido folico, niacina, riboflavina, nicotinamida y piridoxina, que
son producidas por el hongo Rhizopus oligosporus, al mismo tiempo que cepas no
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patdgenicas de las especies Klebsiella pneumoniae y Citrobacter freundii incrementan
el contenido de vitamina B12 [10]. En el idli, un producto a base de lentejas y arroz
fermentados tipico de India, el contenido en riboflavina y metionina incrementa du-
rante la fermentacién [16]. En el pulgue, una bebida producida en México a partir
del agave, la fermentacion aumenta la cantidad y la biodisponibilidad de micronu-
trientes como vitaminas del grupo B, vitamina C, lising, triptéfano y hierro [10]. En el
kimchi, alimento tradicional fermentado coreano, se ha demostrado que la presencia
de bacterias como Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus sakei producen e incre-
mentan los niveles de riboflavina y dcido folico [17]. En muchos alimentos fermenta-
dos, la presencia de bacterias del género Bacillus aumentan los niveles de riboflavina
y niacina [10] mientras que levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropi-
calis, Aureobasidium sp., y Pichia manschuria son capaces de producir vitamina B12
dependiendo de la materia prima y las condiciones de fermentacion [18].

Pero la fermentacion no solo condiciona la biodisponibilidad de macronutrien-
tes y aumenta la presencia de micronutrientes, sino que ademas también reduce la
presencia de antinutrientes. En muchos alimentos de origen vegetal, por ejemplo
aquellos derivados del mijo, sorgo, maiz y otros cereales, es comun la presencia de
cantidades significativas de fitatos y otros antinutrientes que reducen la absorcién de
minerales como el calcio, fosforo, zinc, hierro, cobre y manganeso. La fermentacién
de estos alimentos con bacterias lacticas, muchas de las cuales presentan actividad
fitasa, reduce la cantidad de fitatos y aumenta la absorcion de minerales.

En el mercado podemos encontrar alimentos fermentados que contienen orga-
nismos vivos con otros que no, bien porque los propios microorganismos producen
compuestos y metabolitos antimicrobianos o porque se realiza un tratamiento que
los elimina. En aquellos productos fermentados que contienen microorganismos vi-
vos, como el chucrut, el kimchi, el kefir, las salchichas y embutidos fermentados, el
yogur, los quesos, la kombucha o el miso, suelen aparecer entre 106y 10° células
viables por g o ml, dependiendo del tipo de producto y del proceso de fermentacion.
En consumidores habituales de alimentos fermentados, se ha estimado que la can-
tidad de microorganismos ingeridos diariamente oscila entre las 108 y 102 microor-
ganismos viables al dia [5]. Una cantidad relativamente alta de estas bacterias podria
sobrevivir al transito a través del tracto digestivo, modulando y complementando de
manera beneficiosa a la microbiota residente. Por ejemplo, esas bacterias en transito
podrian ayudar a la microbiota residente estimulando la fermentacién de carbohidra-
tos y compitiendo con microorganismos patdégenos por nutrientes y sitios de union
alamucosa [19].

Antiguamente, el consumo de alimentos y bebidas fermentadas como parte de la
alimentacién tradicional constituia un tercio de la dieta humana. Esto contrasta con
los alimentos altamente procesados e higienizados que se consumen hoy en dia en
los paises desarrollados, que limita la exposicidon a microorganismos a través de la die-
ta [20]. La hipotesis de la higiene propone que la falta de exposicion a determinados
microorganismos en ambientes extremadamente limpios provoca alteraciones en la
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funcion inmune y del sistema nervioso [21, 22] lo que podria estar detras del incremen-
to de determinadas enfermedades en poblaciones urbanas, como por ejemplo alergias
y otras enfermedades autoinmunes. En estas poblaciones, el consumo de alimentos
fermentados producidos de manera segura puede utilizarse para contrarrestar y equi-
librar el efecto del ambiente limpio y desinfectado, incorporando a la dieta microorga-
nismos que pueden ejercer un efecto positivos en la salud. Por ejemplo, un consumidor
medio en un pais desarrollado ingiere aproximadamente del orden de 106 microorga-
nismos viables al dia [23], mucho menos de los 10° que se ingieren de media cuando se
siguen dietas tradicionales ricas en alimentos fermentados como la dieta mediterranea.
La ingesta de microorganismos en dietas occidentales puede incrementarse 100 veces
simplemente con el consumo de una porcién de yogur [23, 24].

[1l.LA. LECHES FERMENTADAS Y PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS

Aunqgue el yogury el queso son los productos lacteos fermentados mas populares
alrededor del mundo, existen muchos tipos diferentes de productos lacteos depen-
diendo del origen de la leche y del tipo de fermentacién dominante [25]. Si la fer-
mentacion dominante es lactica, podemos encontrar productos como el yogur y el
queso, pero también el tarag, que es un producto tradicional de Mongolia parecido
al yogur, o el kule naoto y el mursik que son leches fermentadas producidas tradicio-
nalmente en Kenia por las comunidades Masai y Kalenjin respectivamente. Podemos
encontrar también productos lacteos obtenidos por la combinacién de una fermen-
tacion lactica y una fermentacion por levaduras simultdneamente. De este tipo, son
productos como el kéfir, el kumys que es un producto tradicionalmente elaborado
con leche de yegua tradicional en el Asia Central, el suusac que es elaborado con le-
che de camella en Kenia, el kurut que es un tipo de yogur agrio utilizado en la comida
persay turca, o el leban que una especie de queso de yogur muy tipico de la cocina
de Oriente Medio. En la gastronomia tradicional finlandesa, podemos encontrar el
viili, un producto que se obtiene por la combinacién de una fermentacion lactica en
el interior junto con una fermentacién en superficie por el moho Geotrichum candi-
dum (que es importante también para la elaboracion de algunos tipos de queso).
Diferencias en la materia prima de origen y en el tipo de fermentacion, van a afectar
no solo a las propiedades organolépticas, sino también a las propiedades nutriciona-
les del producto final.

Muchos estudios asocian el consumo de productos lacteos con ciertos beneficios
nutricionales. Por ejemplo, se ha visto que el consumo regular de yogur se asocia
con una reduccion del riesgo de sufrir diabetes tipo 2 en adultos y poblacién anciana
[26, 27], el kefir podria ayudar a mejorar la densidad ésea en pacientes con osteo-
porosis [28], y en general, las leches fermentadas podrian ayudar a reducir el dolor
muscular después de la actividad fisica intensa, y parecen ayudar a mejorar el transito
intestinal y reducen el riesgo de infeccién en personas mayores [29, 30].

En productos lacteos fermentados, las proteinas de la leche son parcialmente
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degradadas por la accién de enzimas proteoliticas, lo que facilita su digestion y asimi-
lacion [31]. Ademas, se ha visto que este proceso, en general, no afecta a la concentra-
Cion total de proteinas y aminoacidos siendo similares a los de la leche de origen [32].
Ademas, muchos péptidos liberados durante el proceso de fermentacién han sido
identificados en yogur, leche agria, kéfir, dahi (un tipo de producto parecido al yogur
y tradicional en las cocinas de Bangladesh, India, Nepal, Pakistan y Sri Lanka) y en
otros productos lacteos fermentados. Estos péptidos pueden tener un amplio espec-
tro de actividades, habiéndose identificado péptidos con actividad antimicrobiana,
antioxidante, antihipertensiva, antitrombadtica e inmunomoduladora entre otras [33].

De entre todos los beneficios de la fermentacion de los productos lacteos, desta-
ca la reduccion de la lactosa, que es consumida por los microorganismos durante el
proceso fermentativo haciendo productos como el queso o el yogur mas faciles de
digerir que la leche en personas con intolerancia a este disacarido. El caso del yogur
es particularmente interesante ya que cuando se comparan cantidades similares de
lactosa en el yogur o en la leche se observa que el yogur, que contiene bacterias
vivas, es mejor tolerado por las personas con intolerancia a la lactosa ya que las bac-
terias del yogur poseen enzimas con actividad lactasa que van a facilitar la digestion
de esa lactosa durante el transito por el intestino [34].

La fermentacién, en general no afecta al contenido en minerales de los productos
lacteos, aunque algunos estudios sugieren que la fermentacion podria incrementar
la biodisponibilidad y absorcién de los minerales. Por ejemplo, varios estudios en
adultos sanos, adultos intolerantes a la lactosa y en mujeres postmenopausicas han
demostrado que el yogur es capaz de incrementar la absorcién del calcio, la salud
Osea y disminuir el riesgo de fractura de cadera [35-37]. Resultados similares se han
observado en el consumo de kefir en pacientes de osteoporosis [28], y en estudios in
vitro, el uso de bacterias probidticas durante la produccion de queso incrementa la
biodisponibilidad del calcio, fésforo y magnesio [37].

La fermentacién de los productos lacteos también incrementa el contenido en vi-
taminas del grupo B ya que muchas bacterias dcido-lacticas son capaces de producir
estas vitaminas. El tipo de vitaminas y la cantidad va a depender de las cepas que se
utilicen para la fermentacion. Distintas cepas de Streptococcus thermophilus y muchas
bifidobacterias son capaces de producir acido félico, mientras que diferentes cepas uti-
lizadas en la elaboracion de yogur son capaces de producir tiamina y riboflavina [38, 39].

[11.B. CEREALES FERMENTADOS

Numerosos tipos de bebidas a base de cereales fermentados son consumidos
alrededor del mundo, especialmente en las regiones tropicales y en Africa [40].
Normalmente estos productos son elaborados utilizando la microbiota natural
presente en los cereales (muy tipico en productos fermentados a partir de avena y
centeno) o a través del método conocido como ‘back slopping, donde una parte del
producto fermentado se utiliza para iniciar la fermentacién siguiente, para facilitar
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y acelerar el proceso. El problema de este tipo de fermentaciones esponténeas o
utilizando un procedimiento denominado “back slopping” es que las poblaciones
microbianas que conducen el proceso no estan claramente identificadas y pueden
cambiar con el tiempo. Entre este tipo de fermentaciones encontramos la elabora-
cion del pan con masa madre o el kvas, que es una bebida fermentada a partir del
centeno con levaduras (Saccharomyces cerevisiae) y bacterias lacticas (Lactobacillus
casei, Leuconostoc mesenteroides), tradicionalmente consumida en Rusia, Ucrania y
otros paises del este de Europa y con un ligero contenido alcohdlico. La boza, es una
bebida no alcohdlica o con muy bajo contenido alcohdlico que se consume princi-
palmente en Turqufa, los Balcanes y en el norte de Africa, a partir de la fermentacion
del trigo, pero también otros tipos distintos de cereales como mijo, cebada, avena,
centeno, maiz o arroz [40] usando como fuente de microorganismos para iniciar la
fermentacién masas madre de panaderia, yogur o una porcion guardada de una pro-
duccion anterior de boza.

En contraposicion a estas fermentaciones tradicionales, en los Ultimos aflos han
proliferado muchas bebidas y productos tipo yogur a base de cereales fermentados,
y donde a nivel industrial se controla perfectamente el proceso y el tipo de bacterias
utilizadas. De entre estos productos, destacan en el mercado los elaborados a par-
tir de avena fermentada con diferentes tipos de bacterias lacticas y con probioticos
adicionados.

Los beneficios de la fermentacién de cereales incluyen el incremento en la di-
gestibilidad de las proteinas [41-43] y la reduccion de los niveles de 4cido fitico e
inhibidores de proteasas [43, 44].

Hay estudios que sugieren que el consumo de bebidas a base de cereales fer-
mentados podria ayudar a mitigar los sintomas asociados enfermedades como el
sindrome del intestino irritable, diarrea, estrefiimiento e incluso flatulencias, ya que la
fermentacion reduce el contenido en oligosacéridos productores de gas [43, 45]. La
elaboracion de productos de panaderia a partir de masas madre, también se asocia a
mejoras en la sintomatologia del sindrome del intestino irritable y de la intolerancia
al gluten [43].

[11.C. LEGUMBRES FERMENTADAS

Adia de hoy, conviven en el mercado productos tradicionales a base de legumbres
fermentadas, como por ejemplo el tempeh, junto con otros derivados de soja fermen-
tada de reciente aparicion como los postres tipo yogur. Los microorganismos que
mas comunmente se utilizan y aparecen en los productos a base de legumbres fer-
mentadas son L. acidophlus, L. delbrueckii, L. plantarum, L. sakeiy S. thermophilus, junto
con otras bacterias de los géneros Bifidobacterium y Pediococcus siendo L. plantarum
el mas frecuente de entre todos ellos. En el caso del tempeh y productos similares, los
hongos del género Rhizopus son los que mas se han utilizado tradicionalmente.

Uno de los beneficios nutricionales mas destacados que se producen con la
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fermentacion de las legumbres es un aumento de la digestibilidad de proteinas, aun-
que esta depende mucho tanto de las condiciones de fermentacién como del tipo
de legumbre [46]. Ademas, durante la fermentacion se reduce el contenido de &cido
fitico, lo que aumenta la biodisponibilidad de los minerales. Estudios con diferentes
cepas de BAL (L. acidophilus B4496, L. bulgaricus CFR2028, L. casei B1922, L. plantarum
B4495, and L. fermentum B4655) parecen indicar que se produce un aumento en la
biodisponibilidad del calcio y del magnesio durante la fermentacion.

Ademas, la fermentacion parece producir un mayor confort digestivo durante la
digestion de las legumbres. La fermentacion intestinal durante la digestion de oligo-
sacaridos presentes en las legumbres, como la rafinosa, estaquiosa o la verbascosa
estd asociado a gran produccion de gas, malestar durante la digestion v flatulencias.
En el tempeh tanto la fermentacion esponténea (no controlada) como la controlada
con Rhizopus y L. plantarum reducen significativamente la cantidad de esos oligosa-
caridos [47, 48]. Esto hace que los productos fermentados a base de legumbres sean
una buena alternativa dietética en aquellas personas que tienen problemas durante
la digestion de legumbres sin fermentar.

IV. ALIMENTOS FERMENTADOS MAS ALLA DE SUS BENEFICIOS NUTRICIONALES

Con la excepcion del yogur, los alimentos fermentados no estan especificamente
incluidos en las gufas alimentarias a pesar de sus propiedades nutricionales y de los
efectos beneficiosos sobre la salud [49]. Una excepcion a esta generalidad son las guias
alimentarias de la India, donde se recomienda explicitamente un mayor consumo de
alimentos fermentados. Recientemente, estan aumentado las voces que sugieren que
los alimentos fermentados deberfan incluirse especificamente como parte de las reco-
mendaciones nutricionales [50], con un especial énfasis en el yogur [24] y en aquellos
productos que sean propios de la dieta tradicional de cada pais o comunidad.

Pero mas alla de su papel dietético o nutricional, la promocién de alimentos fer-
mentados y la recuperacion de alimentos fermentados tradicionales puede tener
un papel social, promoviendo el desarrollo de comunidades desfavorecidas. Como
ejemplos, pueden mencionarse los programas “Yogurito Escolar” en Argentina, y
“Yoba for Life" en Africa.

El caso de”Yogurito Escolar”es un yogurenriquecido con el probidtico Lactobacillus
rhamnosus CRL 1505 destinado a reducir la diarrea en nifios desnutridos. Desde el
ano 2008, el “Yogurito” ha sido distribuido diariamente a mas de 500.000 nifos en
Tucuman, con la ayuda de las autoridades locales. Este programa es quizas una de las
mayores intervenciones en nifos hasta la fecha.”Yogurito Escolar”no solo ha permiti-
do reducir el riesgo de infecciones en nifos durante este tiempo, sino que —ademéas—
ha contribuido al desarrollo local, promocionando y estimulando la innovacion en
pequenas y medianas empresas gracias a la constante demanda del yogur enrique-
cido en probidticos [51].
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En Africa, la Fundacién “Yoba for Life" ha desarrollado un programa similar. La idea
es incrementar el acceso de poblaciones con escasos recursos a alimentos fermen-
tados funcionales seguros, principalmente estimulando la produccion local de yogur
fermentado con Lactobacillus rhamnosus yoba 2012y S. thermophilus, llamado “Yoba',
y que al igual que el programa “Yogurito’, ha demostrado ser capaz de disminuir el
riesgo de infecciones. “Yoba" es producido localmente y accesible incluso para las
comunidades mas pobres. Este programa se lleva a cabo en varios paises, incluidos
Uganda, Kenia, Tanzania, Zambia, Zimbabue, y Burkina Faso. Muchos estudios han
documentado la seguridad y la estabilidad de las 2 bacterias utilizadas en las condi-
ciones ambientales que se dan en Africa [52]. La diferencia entre el enfoque africano
y el argentino es que, en el primero, ademas, las bacterias se utilizan para la fermen-
tacion de otras materias primas ademas de la leche, como vegetales, cereales y otros
ingredientes.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los alimentos fermentados, historicamente han sido parte integral de la dieta de
casi todas las poblaciones humanas alrededor del mundo, siendo reconocidos por
los beneficios que aporta a salud su consumo. Estos beneficios de los alimentos fer-
mentados son mucho mayores que la suma individual de la presencia de microor-
ganismos beneficiosos, nutrientes y compuestos bioactivos. Existen cada vez mas
evidencias de que el proceso de fermentacién puede incrementar la digestibilidad
de las proteinasy la cantidad de aminodcidos libres, reducir la presencia de compues-
tos antinutritivos y aumentar la biodisponibilidad de minerales.

Muchos de estos beneficios parecen ser generales para los diferentes alimentos
fermentados, pero existen diferencias dependiendo de la materia prima de origen
y de las cepas microbianas utilizadas, lo que debe ser cuidadosamente tenido en
cuenta a la hora de elaborar alimentos fermentados con fines especificos. Otros para-
metros como el tiempo y la temperatura de fermentacion.

En comunidades con menores ingresos, los alimentos fermentados pueden servir
como una fuente de nutrientes relativamente barata, facil de conservary segura, ca-
paz de mejorar el estado nutricional y de salud de esas poblaciones.

Los microorganismos y los metabolitos derivados de la fermentacion son capa-
ces de modificar la composiciéon y la actividad de la microbiota intestinal, pudiendo
tener un efecto positivo en muchas funciones corporales, especialmente, cuando el
alimento fermentado ademas sirve como fuente de microorganismos probidticos y
compuestos prebidticos. Por lo tanto, los alimentos fermentados deben ser conside-
rados como una categorfa de alimentos importante a la hora de establecer recomen-
daciones nutricionales y dietéticas.
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RESUMEN

El 4cido lactico fue considerado durante muchos aflos como un
producto de desecho del metabolismo energético. Sin embargo, en
los ultimos anos se han descubierto distintos mecanismos de accion
y propiedades bioactivas del lactato, que estan cambiando de manera
drastica su consideracion en las ciencias biomédicas. Se ha acumula-
do evidencia que indica que el acido lactico, en dosis adecuadas tales
como las encontradas en el intestino proximal, tiene capacidad de mo-
dular procesos inflamatorios y de activar la inmunidad innata. A su vez,
también es capaz de inducir una respuesta inmune regulatoria, nece-
saria para el mantenimiento de la homeostasis gastrointestinal. El des-
cubrimiento de receptores de membrana que reconocen el lactato y
generan senales intracelulares como el GPR81, el reconocimiento de
que el lactato puede modular la expresién génica a través de sus efec-
tos sobre la modificacién postraduccional de histonas modificando la
estructura de la cromatina, y el rol del lactato como modulador de acti-
vacion de células inmunes a partir de la modulacion de su reprograma-
cion metabdlica, son conocimientos que traen una nueva visién sobre
las capacidades de esta molécula. Por otra parte, el reconocimiento de
que muchos productos fermentados tienen como elemento en comun
altos niveles de lactato, en concentraciones similares o mayores a las
compatibles con su bioactividad, refuerza la hipotesis de que alguna
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de las propiedades beneficiosas atribuibles al consumo de alimentos
fermentados estd relacionada con la presencia de lactato en los mismos.
En el presente capitulo se desarrollaran estos conceptos que estan apor-
tando nueva evidencia sobre como el consumo de alimentos fermenta-
dos contribuye a mejorar la salud.
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l. INTRODUCCION

El 4cido lactico es uno de los metabolitos presente en concentraciones relati-
vamente elevadas en la mayoria de los alimentos fermentados. El 4cido lactico es
producto del metabolismo fermentativo de los microorganismos que realizan la fer-
mentacién de los alimentos a partir de distintos sustratos fermentables presentes
en los ingredientes de partida, sean estos vegetales, carnes, lacteos u otras varieda-
des. La produccion de &cido lactico depende de las caracteristicas metabdlicas de
los microorganismos que realizan la fermentacion y de los sustratos que se utilicen
en la fermentacion. Las bacterias lacticas se encuentran entre los microorganismos
principales responsables de la fermentacion de alimentos y en su mayoria realizan la
fermentacién lactica como via principal [1]. Es por ello que distintos alimentos fer-
mentados contienen cantidades significativas de acido lactico, independientemente
del tipo de sustrato fermentado de origen (ver Tabla 1). El 4cido lactico ademés de
ser responsable de algunas de las caracteristicas organolépticas de los alimentos fer-
mentados, tiene una serie de propiedades bioactivas que discutiremos en el presente
capitulo, que en parte pueden explicar algunos de los beneficios a la salud del consu-
midor que aportan los productos fermentados.

Tabla 1. Contenido de 4cido lactico de distintos alimentos fermentados.

Producto Material Concentracién de Concentracién de
fermentado acido lactico [g/L] acido lactico [mM]

Chucrut Vegetal 17a23 188 a 255
Pepinillos Vegetal 6a10 66a 111
Aceitunas Vegetal 4a7 4477
Kimchi Vegetal 4a8 44 3 88
Yogur Leche 10 111
Kefir Leche 10a15 111a 165
Kombucha Te azucarado 0,22 2,72

En el tracto gastrointestinal el 4cido lactico se presentard en forma conjugada o
disociada, dependiendo del pH. En entornos de pH menor que 3, basicamente en el
estdmago, el acido lactico se mantiene como acido conjugado, sin carga neta. Esto
aumenta su capacidad de difusién a través de membranas, lo que explica su po-
der microbicida. Por otra parte, a partir del pasaje al intestino delgado y por el resto
del transito por el tracto gastrointestinal, se mantendra en su forma disociada como
lactato. Su absorcion e ingreso al compartimento intracelular se realiza a través de
distintos transportadores de la familia de los MCT (transportadores de acidos mono-
carboxilicos), compartidos con otros metabolitos, que funcionan co-transportando
la forma anidnica junto con un ién H+ [2]. Por lo tanto, muchas de las propiedades
bioldgicas del &cido lactico ingerido con los alimentos fermentados, responderan a
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las capacidades bioactivas del lactato, tanto en el intestino como en otros comparti-
mentos del organismo.

Como ocurre con todas las sustancias, los efectos bioldgicos dependeran de la
concentracion de la molécula bioactiva. En el caso de lactato, los mayores niveles se
encuentran en los alimentos fermentados (ver Tabla 1), pudiendo llegar a niveles de
100 mM o mayores en productos como el chucrut, asi como en el kefir y otros lacteos
fermentados, dependiendo de las condiciones de fermentacién. Estas concentracio-
nes van disminuyendo con el mezclado de alimentos y jugos gastricos, y con el avance
a lo largo del tracto gastrointestinal, la absorcion —principalmente a nivel de intestino
delgado- hace que la concentraciéon de lactato disminuya. No existen muchos datos
reportados en humanos, siendo la mayoria en animales de produccién, tales como
porcinos y bovinos y también en animales de laboratorio. En estos casos, las concen-
traciones de lactato son mayores en el intestino delgado, del orden de 20 a 50 mM,
tendiendo a ser maximas en la porcién distal del intestino delgado en animales adul-
tos [3]. En todos los casos estudiados se ha encontrado una importante influencia de
la dieta en los niveles de lactato en las distintas porciones del tracto gastrointestinal,
pero con el mismo patron de distribucion relativo [4]. En general se observa una dis-
minucion de los niveles de lactato en el ciego y en el colon, con respecto al intestino
delgado, principalmente por el consumo de lactato como sustrato de las diversas po-
blaciones microbianas del intestino grueso, que se caracterizan por la fermentacion
del lactato y generaciéon de acidos grasos de cadena corta, que se encuentran en ma-
yores concentraciones en el intestino grueso (acetato, propionato y butirato) [5].

Si bien hay menos informacién y solamente procedente de algunos estudios en
porcinos, es muy interesante que los niveles de lactato en el tracto gastrointestinal
son maximos durante la lactancia y en este caso los niveles mayores se encuentran en
duodeno e intestino delgado proximal, disminuyendo luego hasta el ileon y siendo
menores aun en intestino grueso [4]. Presumiblemente, la fermentacion de la lactosa
de la leche por poblaciones de lactobacilos que se encuentran entre los primeros
colonizadores del tracto gastrointestinal y constituyen la poblacion mayoritaria en
las porciones proximales del intestino delgado, contribuye a los elevados niveles de
lactato en el intestino durante la lactancia. Como veremos mas adelante, las pro-
piedades bioactivas del lactato, estimulando circuitos homeostéticos, pueden tener
importancia en estas primeras etapas de la vida, en la que se establecen circuitos de
tolerancia frente a antigenos alimentarios, principalmente por mecanismos que ope-
ran en el intestino delgado proximal, en donde los niveles de lactato seran maximos
durante la lactancia.

A lo largo del capitulo se describiran las evidencias existentes sobre la capacidad
del lactato de modular procesos inmunologicos en distintos blancos celulares/pro-
cesos, siendo los tres principales las células mieloides/inmunidad innata, células T
regulatorias/ inmunidad adaptativa y los enterocitos/biologia del epitelio intestinal.

Por otra parte, se abordaran los principales mecanismos por los cuales el lactato
puede estar generando estos efectos: modulacion a través del receptores acoplados
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a proteinas G (G-protein coupled receptors, GPCRs), inhibicion de la reprogramacion
metabdlica y efectos sobre la arquitectura de la cromatina (inhibicion de histona dea-
cetilasas y modificacion directa o lactilacion de histonas).

Il. ROL DEL LACTATO SOBRE CELULAS INMUNES

Entre las propiedades bioactivas del lactato se ha descripto su capacidad de re-
gular la funcionalidad del sistema inmune a través de su accionar sobre distintos ti-
pos celulares, incluyendo células de origen mieloide, linfoide y células de epitelio
intestinal.

Distintos trabajos han sefialado la capacidad del lactato de limitar la activacion de
monocitos, macréfagos y células dendriticas inducida por la sefalizacion a través de
distintos receptores centrales de la respuesta inmune innata. En monocitos, el lactato
limita la activaciéon provocada por LPS promoviendo cambios cuali-cuantitativos en
los perfiles de expresion génica, con un incremento tardio de citoquinas y quimoqui-
nas pro-inflamatorias. Estos efectos fueron atribuidos a modificaciones cinéticas en
los eventos de transduccion de sefales, en particular de una de las vias centrales que
controlan la inflamacion: la activaciéon del factor NFkB [6]. También se ha descripto su
efecto modulador en macréfagos, limitando la expresion de citoquinas pro-inflama-
torias, receptores de la inmunidad innata y moléculas coestimulatorias en respuesta
al tratamiento con LPS [7]. Este efecto anti-inflamatorio ha sido correlacionado con el
rol protector de la administracion del lactato en modelos experimentales de injuria
hepética y pancredtica en donde disminuye la activacion de vias inflamatorias como
la mencionada NFkB y la activacién de procesos intracelulares que magnifican la in-
flamacion, como lo es el ensamblado del “inflamosoma’, un complejo multienzima-
tico central en la liberaciéon de citoquinas inflamatorias en células macrofagicas [8].

Ademas de modular la activacion pro-inflamatoria de células mieloides, el lacta-
to también puede condicionar los procesos de diferenciacion celular y adquisicion
de perfiles funcionales. Asi, es capaz de promover la induccion de células mieloides
supresoras y limitar la diferenciacion de monocitos a células dendriticas y macrofagi-
cas [9, 10]. También se ha descripto su participacion en la polarizacion de macréfagos
hacia un perfil M2 vinculado a funciones anti-inflamatorias y de reparacion tisular [11].
Este ultimo efecto involucra la participacion del factor de transcripcion HIF-1a, regula-
dor central de las adaptaciones fisiologicas a situaciones de hipoxia con gran impacto
en la funcionalidad inmune y el mantenimiento de la barrera epitelial [11, 12].

Ellactato ha mostrado ser capaz de limitar los procesos de diferenciacion de células
dendriticas, quienes son las células presentadoras de antigeno por excelencia, capaces
de instruir el perfil de respuesta y activacion de linfocitos T. Por otra parte, la funciona-
lidad de las células dendriticas es influenciada por este metabolito limitando la expre-
sion de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas co-estimulatorias e incrementando
la secrecion de la citoquina regulatoria IL10 [13, 14]. Este efecto inmunorregulatorio
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también incluye la limitacion de produccion de citoquinas como interferén alfa (IFN
), una de las citoquinas de importancia funcional en la respuesta inmune [15].

A través de modulacién de la funcionalidad de células dendriticas, el lactato pue-
de condicionar el proceso de instauracion de la respuesta inmune adaptativa y sus
caracteristicas. Asf, por ejemplo, el efecto inmuno-regulador sobre células dendriticas
involucra ademas la capacidad de promover un perfil pro-tolerogénico mediante el
aumento del metabolismo del triptofano vy la producciéon de kinurenina favorecien-
do la induccién de células T regulatorias (CD3+CD4+CD25+ Foxp3+) vy su funcion
supresora [15]. De esta manera el lactato no solo ejerce funciones anti-inflamatorias,
sino que ademas favorece la instauracion de perfiles pro-tolerogénicos, modificando
asf las caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa establecida. Ambos efectos
han sido observados también en el entorno de la mucosa intestinal en donde células
dendriticas y macréfagos participan activamente en el balance entre el estableci-
miento de respuestas inmunoldgicas regulatorias e inflamatorias. En este contexto se
ha observado que la sefalizacion a través del receptor del lactato en células dendriti-
cas y macrofagos limita la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y promueve la
expresion de factores inmunoregulatorios entre los que se encuentran IL-10, el dcido
retinoico y la expresion de IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase), la enzima que
cataliza el paso limitante del metabolismo del triptofano vy la produccién de kinureni-
na. Estos cambios funcionales favorecen el establecimiento de circuitos homeostati-
cos, incrementando la diferenciacion de células T regulatorias en la mucosa colonica,
y una disminucion en el nimero de células T efectoras de perfiles inflamatorios. Este
efecto resulta relevante no solo en situaciones de homeostasis sino que ademas con-
tribuye a limitar la inflamacién vy la patologia observadas en situaciones de colitis
experimental [16, 17].

Ademas de la modulacion de la respuesta inmune adaptativa mediante el con-
dicionamiento del perfil funcional de células presentadoras de antigeno, el lactato
puede ejercer su rol modulador de la respuesta adaptativa actuando en forma di-
recta sobre los linfocitos T. Se ha descripto su capacidad de condicionar los perfiles
de activacion de células T CD4+ naive limitando la polarizacién hacia perfiles T in-
flamatorios y favoreciendo la induccion de células T regulatorias en un mecanismo
que implica la participaciéon de transportadores de monocarboxilatos presentes en
la membrana plasmatica [18]. Ademas de impactar en los procesos de activacion y
polarizacion funcional de células T el lactato también puede suprimir en forma activa
la proliferacion y actividad de células T efectoras [19, 20]. Su capacidad supresora se
ha observado tanto para células efectoras T CD4+ como para células T CD8+ [21]. A
diferencia de lo que ocurre en células T efectoras que presentan un metabolismo
predominantemente glicolitico, las celulas T regulatorias mantienen un metabolismo
oxidativo lo que les permite mantener su funcionalidad en presencia de altos niveles
de lactato en el medio extracelular [19].

De esta forma, el lactato actia como una molécula inmuno-reguladora promo-
viendo el establecimiento de circuitos celulares y moleculares capaces de limitar la
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respuesta pro-inflamatoria y favorecer la induccion de respuestas regulatorias o tole-
rogénicas. Los mecanismos involucrados en esta funcionalidad son diversos, pudien-
do depender del entorno tisular y el tipo celular (ver Figura 1).

Figura 1. Efectos bioldgicos del lactato a nivel del tracto gastrointestinal y
mecanismos de accién a nivel celular y molecular.
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El lactato presente en los productos fermentados contribuye al pool de lactato presente en la luz
del tracto gastrointestinal, el cual ejerce su accidn sobre distintos blancos celulares, bdsicamente
el epitelio intestinal, células dendriticas, macréfagos y linfocitos. Los mecanismos de accién sobre
las distintas células pueden ser por sefializacion a partir del receptor GPR81, por modulacion de
la reprogramacién metabdlica o por control de expresion de genes actuando de distinta manera
sobre las modificaciones postraduccionales de las histonas.

I1l. EFECTO DEL LACTATO SOBRE LA BIOLOGIA EPITELIAL

El epitelio intestinal es un actor central en el mantenimiento de la homeostasis
intestinal. Ademas de funcionar como una barrera fisica frente a los estimulos que
tienen acceso al organismo a través de la via oral, es un componente integral de la in-
munidad innata que funciona como un centro integrador de sefales, capaz de coor-
dinar el funcionamiento y el balance de la respuesta inmunoldgica mucosal. Entre los

347



CAPiTULO 13 - ROL DEL ACIDO LACTICO EN LOS EFECTOS BENEFICOS DE LOS ALIMENTOS FERMENTADOS

mecanismos de didlogo microbiota-hospedador, los metabolitos microbianos han
mostrado distintos efectos sobre la funcionalidad epitelial. El lactato ha sido identifi-
cado como un metabolito central en las propiedades inmunomodulatorias de la frac-
cién no microbiana del kefir sobre las células de epitelio intestinal [22]. Esta molécula
es capaz de disminuir la activacién inflamatoria, limitando la activacion del factor de
transcripcion NFkB y la produccion de citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias
[21]. El efecto anti-inflamatorio del lactato sobre el epitelio intestinal es un fendmeno
general, independiente del estimulo pro-inflamatorio considerado [14].

Con el fin de mantener la integridad de la barrera y la homeostasis intestinal, el epi-
telio se renueva continuamente cada 3 a 5 dias. Este proceso involucra la proliferacion
y diferenciacion de células madre intestinales, acompafado de eventos de migracion
celular desde la base de la cripta, donde se ubican las células madre, hacia la punta de
la vellosidad, en la cual se encuentran las células diferenciadas terminalmente. A partir
de las células madre se diferencian las distintas células del epitelio: los enterocitos aso-
ciados a las funciones absortivas, las células de Paneth encargadas de la produccion
de péptidos antimicrobianos, las células de goblet productoras del mucus, las células
enteroenddcrinas productoras de distintas hormonas modulatorias de funciones di-
gestivas y no digestivas, y las células tuft, que cumplen funciones de articulacion de
respuesta inmune. El “orquestado”y la coordinacion de “actores” celulares y molecula-
res capaces de sostener la funcionalidad del nicho de células madre es clave para el
mantenimiento de la homeostasis y los eventos de regeneracion asociadas a distintas
situaciones de injuria tisular. Las células de Paneth, que se disponen intercaladas con
las células madre en la base de la cripta, y las células especializadas del estroma parti-
Cipan activamente de este proceso brindando sefales que actlan en forma paracrina
sobre las células madre. Entre los mecanismos que sostienen y regulan la capacidad de
regeneracion del epitelio la via de sefalizacion conocida como Wnt / 3-catenina tiene
una funcion central. Ademas de esta funcidn, existe una creciente evidencia de que la
via Wnt estd altamente interconectada con muchas otras cascadas de sefalizacion, y
que la combinacién de eventos de sefalizacion dan forma a la homeostasis epitelial
y la regeneracion de tejidos [23]. Sin embargo, las sefales ambientales de relevancia
a lo largo del tracto gastrointestinal que sostienen la activacion de estas vias y cudles
son los mecanismos intervinientes, Nno son completamente conocidos. Distintas evi-
dencias sugieren que lactato ejerce una funcién activa en la biologia proliferativa del
epitelio intestinal. En modelos de inanicion-realimentacion se ha observado que la
presencia de lactato producto del metabolismo de lactobacilos actla como una sefal
capaz de promover el aumento de la proliferacion de enterocitos coldnicos durante el
periodo de realimentacién [24]. Mas recientemente se ha descripto la compartimenta-
lizacion de los perfiles metabdlicos de las células de la cripta intestinal y la importancia
de su complementacion para el desarrollo epitelial. Mientras que las células de Paneth
tienen un metabolismo energético basado en la actividad glicolitica, el metabolismo
oxidativo a nivel mitocondrial sostiene la capacidad de renovacion y diferenciacion de
las células madre. De manera significativa, el lactato, producto del metabolismo de las
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células de Paneth, es el sustrato metabolico que sostiene la actividad mitocondrial de
las células madre promoviendo un circuito de interconexion metabdlica a través del
cual las células de Paneth promueven el mantenimiento del nicho de células madre
[25]. Ademas de su rol metabdlico, también se ha descripto la capacidad del lactato
de promover el desarrollo epitelial, incrementando el ndmero y proliferacion de las
células madre intestinales. En este proceso las células estromales y células de Paneth
en el entorno de la cripta son responsables de la deteccion del lactato en el ambiente
extracelular, la cual promueve la produccién de sefales Wnt que actlan en forma pa-
racrina sobre las células madre activando la sefializacién via 3-catenina y establecien-
do un circuito de comunicacion celular capaz de sostener la funcion regenerativa del
epitelio. Este efecto ha sido observado tanto en condiciones de homeostasis como
en situaciones de injuria intestinal experimental promovida por tratamientos con ra-
diaciéon o quimioterapéuticos en donde la administracion oral de lactato ha mostrado
un rol protector limitando la perdida de células madre intestinales y manteniendo su
capacidad proliferativa [26].

De esta manera, el lactato es una sefal de relevancia en la regulacion de la biolo-
gia epitelial modulando su funcionalidad inmune y el mantenimiento del nicho de
células madre (ver Figura 1). Ambos efectos, en combinacién con su capacidad de
establecer circuitos pro-homeostaticos previamente descriptos pueden ser respon-
sables de los efectos protectores del dafo tisular observado en modelos experimen-
tales colitis y de injuria por indometacina [27, 28].

IV. MECANISMOS DE ACCION DEL LACTATO

Distintos mecanismos han sido implicados en los efectos bioldgicos del lactato.
Por un lado, puede funcionar como agonista de receptores de membrana o serincor-
porado a la célula a través de transportadores de monocarboxilatos MCT-1 a MCT-4.
Una vez en el interior celular es capaz de modular los perfiles metabdlicos y funcio-
nar como molécula capaz de regular la expresion génica a través de modificaciones
estructurales de la cromatina. Estos mecanismos y sus implicancias se describen a
continuacion (ver Figura 1).

IV.A. MODIFICACION DEL METABOLISMO CELULAR

En los Ultimos anos se ha evidenciado que muchos cambios en la actividad celular
son acompanados por cambios en los flujos metabdlicos de distintas vias metabdlicas
celulares. Esto es particularmente evidente por la magnitud de sus cambios en las cé-
lulas del sistema inmune, las que por su naturaleza sufren cambios dramaticos de ac-
tividad en base a la deteccion de sefales tales como la presencia de microorganismos
invasores en el caso de las células mieloides o sefiales de activacion antigénica para lin-
focitos Ty B. Actualmente la fisiologfa del sistema inmune ha incorporado esta tematica
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COMO Una nueva area conceptual: el inmunometabolismo [29]. Si bien muchos estu-
dios realizados a nivel celular todavia deben integrarse a una vision a nivel sistémico/or-
ganismo, es aceptado que los cambios metabdlicos que ocurren durante la activacion
de las células inmunes son necesarios para el correcto funcionamiento integrado de
todo el sistema inmune. Estos cambios reciben el nombre genérico de “reprograma-
cion metabdlica”y si bien existen muchas particularidades asociadas al tipo de célula
que se considere y a la combinacion de sefales de activacion que reciba la mismay la
disponibilidad de sustratos metabdlicos, se han definido algunos patrones comunes
de reprogramacion. En general la activacion de linfocitos T por estimulacion antigénica
de su receptor Ty sefiales concomitantes de coestimulacion y citoquinas determinan
un cambio de un estado de baja actividad o reposo a un aumento dramatico de la
velocidad de division celular, generando una enorme cantidad de células que man-
tienen la misma clonalidad en su capacidad de reconocimiento y que se diferencian
a distintos perfiles funcionales. Para mantener el proceso de alta actividad de division
celular los linfocitos T aumentan la velocidad con que realizan la glicolisis y mantienen
una actividad respiratoria mitocondrial [30]. La adquisicion de los perfiles de respuesta
pro-inflamatorios (como son los perfiles Th1y Th17) dependen fundamentalmente de
una alta velocidad de glicolisis, mientras que la generacién de respuesta regulatoria
y células Tregs depende fundamentalmente del metabolismo oxidativo mitocondrial
[31]. Por otra parte, las células mieloides, entre las que se destacan por sus roles de
centinelas del organismo los macréfagos y las células dendriticas se pueden activar a
través de distintos receptores de citoquinas y de sefales microbianas. Dependiendo de
las vias de activacion y sefales del entorno pueden tomar distintos perfiles funcionales.
Un paradigma un tanto reduccionista pero que sirve como modelo conceptual, asigna
dos estados diferentes de activacion para los macréfagos, denominados M1y M2. Los
macréfagos M1 son los “mas inflamatorios’, y estdn caracterizados por alta produccién
de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y distintas citoquinas inflamatorias. El otro
perfil funcional, denominado M2, esta asociado a procesos no inflamatorios, relaciona-
dos con respuesta inmune humoral y en muchos casos reparacion tisular, y se caracte-
riza por una produccién de algunas citoquinas como la anfiregulina y enzimas como la
arginasa y ausencia de todos los efectores M1 [32]. En los ultimos afos ha sido eviden-
ciado que, para la adquisicion de estos fenotipos, los macréfagos durante su activacion
realizan una reprogramacion metabdlica paradigmatica. La activacion M1 implica un
aumento del flujo glicolitico y una disrupcién del ciclo del &cido citrico mitocondrial,
con exportacion de citrato al citosol, produccion de otros metabolitos derivados del
Citrato como itaconato, ausencia de consumo de oxigeno en mitocondria y reposicion
de oxalato a partir de aminoacidos [33]. La activacién M2, por otra parte, depende fun-
damentalmente de un metabolismo mitocondrial clasico, con consumo de oxigeno
mitocondrial y bajos niveles de glucdlisis.

Es notable que el lactato, presente a concentraciones del orden de 10 a 50 mM
en el entorno extracelular, puede ingresar a las distintas células inmunes, linfocitos
0 macréfagos, a través de distintos MCTs y modular la velocidad del flujo glicolitico
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[34]. A su vez, puede modificar la relacion NADH/NAD+ ejerciendo distintos efectos
modulatorios a nivel de distintas enzimas. En su conjunto, todos estos cambios li-
mitan la velocidad del flujo glicolitico, sin afectar el metabolismo mitocondrial [35].
En consecuencia, niveles de lactato como los encontrados en el tracto gastrointesti-
nal limitan la activacion inflamatoria de macréfagos M1 o linfocitos inflamatorios (de
perfiles Th1 y Th17), sin alterar circuitos modulatorios como la generacion de células
Tregs o macréfagos M2 [7, 35, 36].

IV.B. EL LACTATO COMO MOLECULA DE SENALIZACION: ROL DEL GPR81

La importancia de la dieta y la microbiota intestinal en el mantenimiento del sta-
tus de salud es conocida. En el Ultimo tiempo se ha descripto la existencia de me-
canismos de censado de intermediarios metabolicos capaces de regular procesos
fisiologicos diversos entre los que se encuentran el metabolismo vy la funcionalidad
inmune. Entre ellos, se destaca la participacion de una familia de receptores de mem-
brana asociados a proteina G recientemente caracterizada, entre los que se encuen-
tran sensores tanto de metabolitos microbianos como de metabolitos endégenos.
Dentro de este grupo de receptores se encuentran los receptores de acidos hidroxi-
carboxilicos (HCA), acoplados a proteina G inhibitoria, entre los que se encuentra el
receptor de lactato HCA1 o GPR8T, el receptor filogenéticamente mas antiguo den-
tro de este grupo. Tanto el L-lactato como el D-lactato pueden actuar como agonis-
tas del GPR81, siendo el enantidmero D menos potente. La activacion del receptor
promueve una cascada de transduccion de sefales que involucra la inhibicion de la
adenilato ciclasa con la disminucion en los niveles de AMP ciclico, mediada por la
subunidad a inhibitoria, la movilizacién de Ca++ inducida por las subunidades By y
y la activacion de la via no candnica asociada a la unién y activacion de B-arrestina
2 [8, 15, 37, 38]. Dicha activacion ocurre a concentraciones milimolares de lactato
(ECs aproximadamente 2mM) las cuales pueden ser alcanzadas a nivel sistémico o
en forma local (denominada “tejido-especifica’) en distintos escenarios fisioldgicos
(activacion de células inmunes, ejercicio, intervenciones dietarias) v fisiopatoldgicos
(cancer /ACV, etc) [37]. Asi, los niveles de lactato en el lumen intestinal pueden alcan-
zar en situaciones de homeostasis del orden de 20 a 40 mM, pudiendo sus niveles
incrementarse en por consumo de bacterias probidticas o consumo de alimentos fer-
mentados, resultando compatibles con los rangos de respuesta del receptor GPR81.

El receptor GPR81 fue originalmente descripto por su funcion anti-lipolitica en
tejido adiposo con un patrén de expresion en células/tejidos, relativamente acotado.
Actualmente se conoce su implicancia en distintos escenarios fisioldgicos, incluida la
funcionalidad de células inmunes, su accion anti-inflamatoria, la funcionalidad car-
dfaca, la requlacion de funciones neuronales y la biologfa tumoral. Asi, se ha descripto
su expresion en adipocitos, cerebro, rindn, células de musculo esquelético, células tu-
morales y células inmunes, entre ellas macréfagos hepaticos y peritoneales [8]. En el
entorno del tracto gastrointestinal se encuentra expresado en células gastricas AGS,
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en colon e intestino delgado humanos [22], en células de Paneth y células estroma-
les intestinales [26] y en células epiteliales Caco-2. También es expresado en forma
significativa en células inmunes presentadoras de antigeno en donde los niveles son
mucho mayores que los observados en macrofagos y dendriticas de bazo sugiriendo
que el lactato puede ser una sefal de relevancia en el entorno mucosal. GPR81 se
expresa en relativamente niveles mas bajos en otras células inmunes como las células
T CD4+, Células T CD8+ vy células B [17].

Entre las funciones asociadas al GPR81 se ha observado su capacidad de regular
la respuesta pro-inflamatoria en distintas situaciones fisiolégicas. La capacidad pro-
tectora del lactato a través de su efecto anti-inflamatorio también se ha observa-
do en modelos de injuria hepatica y pancreatica, en los cuales la sefalizacion via
GPR81 a través de la participacion de la B-arrestina 2 limita la activacion de vias de
sefalizacion de la inmunidad innata disminuyendo la expresién de moléculas pro-
inflamatorias en células macrofagicas y el dafo tisular asociado [8]. La funcionalidad
anti-inflamatoria del GPR81 también ha sido evidenciada en células dendriticas, en
las cuales limita la produccién de interferones tipo | [15]. En la mucosa intestinal, la
funcionalidad de GPR81 también ha sido asociada a la regulacion de la respuesta in-
flamatoria y establecimiento de respuestas pro-homeostéaticas. Mediante el empleo
de modelos experimentales de colitis se ha evidenciado que la sefalizacion de este
receptor tiene un efecto protector mediado basicamente a través de la disminucién
de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y aumento de la expresion de me-
diadores inmunoreguladores como IL-10, 4cido retinoico e IDO en células presen-
tadoras de antigeno con el consecuente aumento de la diferenciacion de células T
regulatorias y una disminucion de células T efectoras de perfiles inflamatorios [16]. En
este contexto los efectos mediados por el receptor son relevantes a nivel de las cé-
lulas de origen hematopoyético no siendo significativa la participacion de las células
epiteliales o estromales en los efectos anti-inflamatorios.

La funcionalidad del GPR81 también ha sido implicada en la regulacién de me-
canismos proliferativos/regenerativos del epitelio intestinal. En este proceso la ac-
tivacion del receptor en células de Paneth y células estromales del entorno de la
cripta intestinal es responsable de la produccion de sefales Wnt y la activacion de b-
catenina involucrada en la proliferacion y diferenciacion de células madre intestinales
descriptos previamente [26].

IV.C. EL LACTATO COMO MODIFICADOR DE LA EXPRESION GENICA Y SU
PARTICIPACION EN PROCESOS DE REPARACION DEL ADN

Una vez dentro de la célula el lactato puede modificar la expresion génica ge-
nerando modificaciones estructurales de la cromatina mediante la modificacién
post-traduccional de las histonas a través de dos mecanismos principales. Uno de
los mecanismos mas caracterizado de regulacion epigenética involucra procesos de
modificacion de histonas H3 y H4 por procesos de acetilacion y desacetilacion los
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cuales se encuentran regulados a través de la actividad enzimatica de las histonas
acetiltransferasas y las histonas deacetilasas respectivamente. En general, los aumen-
tos de la acetilacion resultan en una conformacion transcripcionalmente mas activa
mientras que, a la inversa, una hipoacetilacion resulta en un mayor nivel de conden-
sacion y una represion de la transcripcion. En forma semejante a lo observado para
otros metabolitos de fermentacion microbiana, el lactato puede funcionar como in-
hibidor de histonas deacetilasas. Si bien es un inhibidor débil comparado con otros
inhibidores como el butirato (IC50 40mM) los efectos transcripcionales son equiva-
lentes a los de éste, para quien esta funcionalidad ha sido asociada al establecimiento
de circuitos de regulacién pro-homeostatica [39]. Dentro de las cuatro clases defini-
das de histona deacetilasas, se encuentran las sirtuinas (clase Ill) una familia Unica
de enzimas altamente conservadas con importantes implicaciones en el epigenoma
cuya funcionalidad depende del cofactor NAD+. La captacion de lactato extracelular
puede modificar el equilibrio entre las formas oxidada y reducida del dinucléotido
de nicotinamida (NAD+/ NADH) promoviendo la expresion y activacion de sirtuinas
pudiendo de esta manera funcionar como un regulador transcripcional que vincule
el estado metabolico de la célula con la expresion génica [39, 40]. La participacion
de este mecanismo en el rol inmunomodulador del lactato ha sido observado para
células T en donde la presencia de este metabolito en el medio extracelular induce la
expresion de SIRT-1 quien promueve una supresion de la polarizacion células T CD4+
hacia un perfil funcional inflamatorio [18].

Ademés de su efecto sobre la actividad transcripcional, las histonas acetilasas y
deacetilasas participan en la orquestacion y regulacion de los mecanismos de re-
paracion de ADN. Ambas enzimas son reclutadas a los sitios de ruptura en donde
promueven una conformaciéon de la cromatina pro-reparacion y regulan el accionar
de la maquinaria molecular involucrada. El lactato también ha mostrado un efecto
pro-reparacion del ADN al modificar la accesibilidad de la cromatina, incrementar
la expresion de genes involucrados en la recombinacion homologa y la union de
extremos no homologos (NHEJ) y promoviendo, ademas, la actividad de DNA-PKcs,
una enzima clave en este Ultimo proceso (NHEJ). Interesantemente, esta actividad es
una caracteristica de ambos enantiémeros del lactato indicando que tanto el lactato
producido en forma enddgena (L-lactato) como el proveniente de la microbiota (pre-
dominantemente D-lactato) pueden tener implicancias en este fendmeno [41]. La re-
levancia de este fendmeno en el entorno de la mucosa intestinal es aln desconocida.

Recientemente se ha descripto un segundo mecanismo por el cual el lactato pue-
de generar cambios post-traduccionales de histonas. El aumento de lactato intrace-
lular, ya sea por transporte a través de la membrana o por aumento del metabolismo
glicolitico puede, en un proceso llamado lactoilacion, modificar los residuos de lisina
de las histonas modificando la conformacion de la cromatina y consecuentemente la
expresion génica. Este proceso ocurre con una cinética mas tardia respecto de otras
modificaciones de histonas como puede ser los procesos de acetilacién/deacetila-
cion y se ha relacionado con el aumento de la expresion de genes que promueven
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circuitos de reparacion tisular y restauracion de la homeostasis [42]. Asi, la activacion
de macrofagos hacia un perfil pro-inflamatorio con perfil M1 involucra una reprogra-
macion metabolica con aumento de la glicdlisis con el aumento concomitante de
lactato que promueve la expresion de marcadores como la arginasa 1 caracteristica
de los macréfagos M2 pudiendo servir como un reloj funcional que induce un feno-
tipo con capacidad de intervenir en procesos de reparacion del dafio tisular asociado
a la actividad inflamatoria.

V. CONCLUSIONES

Durante muchos afos considerado como un metabolito de desecho, en los ul-
timos anos se han descubierto distintos mecanismos de acciéon y propiedades bio-
activas del lactato que estdn cambiando de manera drastica su consideracion en las
ciencias biomédicas. Por otra parte, el reconocimiento que muchos productos fer-
mentados tienen como elemento en comun altos niveles de lactato, en concentra-
ciones similares o mayores a las compatibles con su bioactividad refuerza la hipotesis
que alguna de las propiedades beneficiosas atribuibles al consumo de alimentos fer-
mentados estd relacionada con la presencia de lactato en los mismos.
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RESUMEN

La fermentacion es un proceso a través del cual un producto se
transforma y cambia sus propiedades debido a la accion de microorga-
nismos, presentes de forma natural o afadidos de forma intencional. El
crecimiento y desarrollo de los microorganismos fermentativos en los
alimentos genera, entre otras cosas, acidos organicos y enzimas capaces
de inhibir el crecimiento de microorganismos deteriorantes y patége-
nos, resultando en una mejora en la seqguridad alimentaria, entre otros
beneficios de la fermentacion.

Sin embargo, el potencial de la fermentacion para controlar los efectos
negativos de la posible contaminacion alimentaria depende de multiples
factores, tales como el nivel inicial de contaminacion de la materia prima,
la higiene durante el proceso de elaboracion, la acidificacion, la actividad
acuosa del alimento, la concentracion de sal, la temperatura y el tiem-
po del proceso fermentativo, y el agregado de cultivos iniciadores, entre
otros. Por lo tanto, los alimentos incorrectamente fermentados no estan
exentos de riesgos y pueden ser vehiculos de microorganismos patdge-
nos y/o de deterioro. En este sentido, si bien preparar alimentos fermen-
tados tanto a nivel industrial como en pequena escala (hogar) presenta
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grandes beneficios, es recomendable contar tanto con el conocimiento
como con la infraestructura adecuada para realizarlo de manera segura.

Para evitar la contaminacion de los alimentos durante su prepara-
cion y almacenamiento, y asi elaborar alimentos fermentados que sean
inocuos, es recomendable considerar los siguientes aspectos:

1. Disponer de agua potable y materias primas seguras y de calidad.
Seleccionar proveedores confiables.

2. Mantener la limpieza de las manos, materias primas y superficies
donde se trabajara.

3. Separar los alimentos crudos y cocidos a los fines de evitar contami-
nacion cruzada.

4, Pasteurizar los alimentos que asf lo requieran.
5. Mantener los alimentos a temperaturas seguras.

6. Utilizar materiales de grado alimenticio para evitar posibles conta-
minaciones, transferencias, 0 migraciones de compuestos desde el
envase al alimento.

7. Trabajar con cultivos iniciadores adecuados a los fines de evitar fer-
mentaciones no controladas las cuales pueden resultar en produc-
tos fermentados potencialmente peligrosos para la salud.

8. Cuando el tipo de alimento lo permita, adicionar concentraciones
adecuadas de sal ya que, dependiendo de las circunstancias, una
disminucion en la actividad acuosa reducira el potencial de creci-
miento microbiano.

9. Controlar tiempos, temperaturas y condiciones de fermentacion.

10. En caso de productos destinados a la venta, incluir en el rotulo toda
la informacion requerida en la legislacion vigente.

En resumen, la utilizacion de aguas y materias primas seguras, el mo-
nitoreo del pH, temperatura, actividad acuosa y tiempos de fermenta-
cién, asi como la implementacién de buenas practicas de fermentacion
(incluyendo el posible tratamiento térmico) y contar con las habilitacio-
nes correspondientes (cuando sea necesario) resultan en las claves para
la elaboracion de alimentos fermentados seguros tanto a nivel industrial
como en el hogar.
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l. INTRODUCCION Y CONCEPTOS GENERALES

Desde hace miles de anos, el hombre se ha encontrado con el problema de cémo
conservar los alimentos durante periodos prolongados. Con el correr del tiempo, el
masivo crecimiento de la poblacion mundial y su desplazamiento desde el campo a
las ciudades ha hecho que la necesidad de preservar los alimentos sea cada vez mayor.

Por muchos motivos, la industria alimentaria de hoy en dia no puede basarse en
técnicas artesanales para elaborar y conservar alimentos destinados a la venta. Es
por ello que, para que sean estables, puedan almacenarse y transportarse con facili-
dad, tengan sabor agradable, mantengan las propiedades nutricionales y conserven
las caracteristicas de los productos frescos originales, recurre a métodos confiables
y seguros de conservacion, siendo la fermentacion uno de ellos (la cual también es
aplicada mundialmente a nivel doméstico y/o artesanal hace cientos de afnos).

Para avanzar con el desarrollo del presente capitulo, resulta apropiado definir los si-
guientes conceptos, que facilitardn la comprension de las ideas que aqui se exponen:

» Microorganismos patdgenos: aquellos que son capaces de provocar en-
fermedades infecciosas en el organismo en el cual se encuentran. Segun
la Gut Microbiota for Health [1], este término se emplea normalmente para
describir agentes biolégicos infecciosos como virus, bacterias y mohos,
entre otros, que pueden interrumpir la fisiologfa normal de plantas, ani-
males o humanos. Cabe destacar que el crecimiento de estos microorga-
nismos puede no modificar las caracteristicas organolépticas del alimento
ingerido, con lo cual resulta casi imposible inferir su presencia en un pro-
ducto. Algunos ejemplos de microorganismos patégenos son: Campylo-
bacter jejuni, Listeria monocytogenes, Escherichia coli patogénicas, Salmone-
lla enteritidis, y Clostridium botulinum, entre otros.

» Microorganismos de deterioro: aquellos que, como consecuencia de su
desarrollo, producen una alteraciéon negativa en un alimento que afec-
ta sus caracteristicas organolépticas, su valor nutricional, y/o su estado
higiénico convirtiendo al producto en inadecuado para su consumo.
Resulta importante diferenciar el “deterioro y/o putrefaccion” de la “fermen-
tacion’, ya que, si bien en ambos ocurre un desarrollo microbiano, la putre-
faccion tiene como resultado cambios indeseables (hidrdlisis de hidratos de
carbono, lipdlisis y oxidacion de lipidos, desnaturalizacion de proteinas, de-
terioro de pigmentos y vitaminas, produccion de compuestos no deseables,
entre otros) a diferencia de lo que ocurre en la fermentacion.

» Fermentos, cultivos iniciadores o “starters”: preparaciones microbianas
de cepas seleccionadas que se adicionan intencionalmente a una matriz

alimentaria para poner en marcha el proceso de fermentacion. Desde el
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punto de vista de la composicion, se pueden clasificar en los siguientes
dos grupos.

Cultivos iniciadores de composicion conocida: los cuales pueden estar
compuestos tanto por un cultivo Unico, el cual estd constituido por una
Unica cepa, como por un cultivo multiple, formado por una mezcla defi-
nida de cultivos puros (cepas de diferentes especies o diferentes cepas de
una misma especie). Como ejemplo se menciona los cultivos iniciadores
utilizados para la elaboracion de yogurt.

Cultivos iniciadores de composicidon desconocida o parcialmente conocida:
los cuales estan constituidos por una mezcla indefinida de distintos tipos de
microorganismos (bacterias y levaduras). Como ejemplo se menciona a los
granulos de kefir o el SCOBY empleado para la elaboracion de kombucha.
Dentro de las funciones de los cultivos iniciadores se mencionan: asegurar
la calidad microbiolégica del producto, evitando el desarrollo de microor-
ganismos patdgenos y de deterioro; favorecer el desarrollo de colory la es-
tabilizacion del producto; contribuir con la formacion de aromas y sabores;
mejorar la consistencia del producto; y generar productos estandarizados
con caracteristicas organolépticas semejantes entre lotes, entre otras.

Peligro: agente bioldgico, fisico, quimico o propiedad de un alimento que
puede tener efectos adversos sobre la salud. El peligro bioldgico repre-
senta el mayor riesgo a la inocuidad de los alimentos. Entre estos, se in-
cluyen organismos como bacterias, virus y parasitos. La identificacion de
los peligros y la asociacion con determinados productos alimentarios, se
lleva a cabo gracias al conocimiento cientifico, a las legislaciones, y/o a las
experiencias de la industria alimentaria y de los consumidores.

Riesgo: probabilidad de ocurrencia de un efecto adverso como conse-
cuencia de la presencia de un peligro.

Percepcién de riesgo: juicio subjetivo que las personas hacen sobre las
caracteristicas y la gravedad de un riesgo. Aparece cuando existe mas de
un resultado posible como consecuencia de una accion y uno o mas de
estos resultados es considerado desfavorable, peligroso o indeseable por
alguin motivo. La percepcién de riesgo determina como las personas reac-
cionan ante un peligro [2]. Estudios realizados por Aparici y colaboradores
[3] ponen de manifiesto que los procesos sociales de construccion del
riesgo alimentario resultan ser multifactoriales, diversos y que conjugan
elementos a menudo paraddjicos y que contradicen los conocimientos
aportados por la ciencia.
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« Inocuidad: segun la Food and Agriculture Organization (FAO), es la ausen-
Cia, o niveles seguros y aceptables, de peligros en los alimentos que pue-
den dafar la salud de los consumidores [4]. La inocuidad es la seguridad
de que el alimento no causara un efecto adverso en la salud del consumi-
dor durante su elaboracion y/o consumo.

Otra de las definiciones necesarias para continuar con el desarrollo del capitu-
lo, es aquella que establece que la fermentacion es un proceso a través del cual un
producto se transforma y cambia sus propiedades organolépticas debido a la accién
de &cidos organicos y/o enzimas segregadas por microorganismos en un ambiente,
generalmente anaerdbico. La misma ocurre cuando ciertas bacterias, mohos, y/o le-
vaduras, presentes de forma natural, 0 anadidas en forma intencional, encuentran un
entorno propicio para proliferar gracias a los azUcares de los alimentos, generando
productos que colaboran tanto con la estabilizacion y transformaciéon como con la
inocuidad de los alimentos, al inhibir el crecimiento de la mayoria de las bacterias
patdgenas vy la formaciéon de toxinas bacterianas. Asimismo, la OMS atribuye a los
alimentos fermentados ciertos beneficios bioldgicos, quimicos y nutricionales [5].

Por otra parte, para la FAO, la fermentacién es una técnica de conservacion de
alimentos segura, econémica, facil y adecuada donde otros métodos son inaccesi-
bles 0 no existen, como las conservas y la congelacion. Dependiendo del tipo de
fermentacion que tenga lugar en un alimento (alcohdlica, lactica, acética, malolac-
tica, propiodnica y/o butirica, entre otras), son los subproductos y productos finales
que se generan. Por citar un ejemplo, mediante la fermentacién alcohdlica del trigo
se obtiene como producto final el pan, asi como etanol y didxido de carbono como
subproductos, mientras que durante la fermentacién lactica de la leche se obtiene
como producto final el yogury el acido lactico como subproducto.

Como se ha visto a lo largo de los diferentes capitulos del presente libro, tanto
cereales como productos carnicos, lacteos, frutas, vegetales, y bebidas entre otros,
son susceptibles de ser fermentados a pequefa o gran escala.

En términos historicos, el desarrollo de las técnicas de fermentacion se inicié me-
diante ensayos de prueba y error, mucho antes de que se conociera el papel de los
microorganismos. Debido a los diferentes habitos particulares de cada region, las
practicas de preparacion de alimentos fermentados como asi también el tipo vy la
calidad de las materias primas empleadas, entre otros pardmetros, suelen ser diferen-
tes. En el proceso de fermentacién se encuentran involucradas numerosas variables,
incluidos los microorganismos, los ingredientes nutricionales y las condiciones am-
bientales. Estas variables, y la combinacion de ellas, dan lugar a numerosas variantes
de alimentos fermentados, tales como la leche fermentada, el yogur, la cerveza, la
kombucha, el kefir, el chucrut, el kimchiy los embutidos fermentados, entre otros.

Desde el punto de vista de los cultivos iniciadores existen varios métodos a través
de los cuales se fermentan los alimentos. Por un lado, la fermentacion natural (o no
controlada desde el punto de vista microbioldgico), la cual es llevada a cabo por los
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microorganismos que estan presentes de manera constitutiva, tanto en los alimentos
que se van a fermentar como en el entorno de procesamiento. El chucrut, el kimchi
y ciertos productos de soja fermentados, generalmente son elaborados de esta ma-
nera. Este tipo de fermentaciones tiene, entre otras, la limitacion de no poder lograr
obtener lotes estandarizados de produccién. Otra limitacién en este tipo de fermen-
taciéon de alimentos suele ser el tiempo que implica el procesamiento de los mismos.
En el hogar, muchas veces, la falta de tiempo puede llevar a intentar acelerar el pro-
ceso de fermentacion o a acortar los tiempos del mismo. Sin embargo, esto puede
acarrear consecuencias significativas en cuanto a la seguridad y calidad nutricional
de los alimentos fermentados, ya que el tiempo ahorrado al acortar los periodos de
fermentacion puede poner en peligro la efectividad de la acidificacion por parte de
las bacterias &cido lacticas, o la degradacion de toxinas de plantas y factores anti-nu-
tricionales por parte de enzimas relevantes. Por este motivo, en el contexto industrial,
tanto el tiempo de fermentacidon como la temperatura son parametros finamente
controlados y estandarizados.

Por otro lado, la fermentacion puede llevarse a cabo mediante la adicion de culti-
vos iniciadores (fermentacion controlada desde el punto de vista microbiolégico), en
la cual la composicion microbiana del “starter” es conocida. Esto resulta de importan-
Cia ya que es una alternativa segura que permite disminuir los tiempos de fermenta-
cién, y posee un papel crucial tanto en la estabilizacion microbioldgica del producto,
como en la inhibicién del desarrollo de microorganismos patdégenos, como es el caso
de los productos carnicos curados. Este tipo de fermentaciones se emplea a nivel
industrial (y en menor medida a pequeha escala) en la elaboracion de productos lac-
teos (yogures, quesos, leches fermentadas, kefir comercial), vinagre, embutidos, pan,
vino, y cerveza, entre otros.

Asimismo, existen alimentos fermentados tales como el kefiry la kombucha en los
cuales la composicién microbiana del cultivo iniciador se conoce parcialmente (fer-
mentacion semi controlada), pudiendo ser variable, dependiendo del tipo de cultivo
y de la zona geogréfica de elaboracion, entre otros factores.

Si bien en la actualidad, la mayoria de las técnicas de producciéon de alimentos
fermentados tradicionales no ha sufrido mayores cambios, a pesar de los grandes
avances en la microbiologfa, la biologia molecular y la tecnologia de alimentos [6], es
necesario contar tanto con sistemas de control de calidad adecuados, asi como la im-
plementaciéon de buenas practicas de elaboracion acordes a los productos prepara-
dos. Estos aspectos deben ser considerados tanto por las industrias elaboradoras de
alimentos fermentados, como también por los elaboradores que realizan fermenta-
ciones artesanales o a pequefa escala (hogar). La educacion de los manipuladores de
alimentos es crucial a la hora de prevenir Enfermedades Transmitidas por Alimentos
(ETAs), siendo la inocuidad algo que se debe trabajar tanto a nivel industrial como a
pequefa escala.
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Como se menciond antes, los peligros potenciales en los alimentos se pueden
clasificar como fisicos, quimicos o biolégicos. Los bioldgicos son los que representan
el mayor riesgo para la inocuidad alimentaria. Bacterias y sus toxinas, virus y parasi-
tos pueden estar presentes de forma natural tanto en la materia prima como en el
ambiente de elaboracion. Asimismo, algunos de ellos pueden generarse durante el
proceso de elaboracién como resultado del crecimiento microbiano no controlado
(como las aminas biogénicas) [7]. En otros casos, ciertos peligros bioldgicos estan
asociados con frecuencia a manipuladores de alimentos, como por ejemplo la pre-
sencia de la bacteria Staphylococcus aureus.

Si bien el concepto de “manipulador de alimentos” generalmente esta dirigido a
aquellas personas que por cuestiones laborales tienen algun tipo de intervencion
en la cadena alimentaria, ya sea durante la preparacion, fabricacion, transformacion,
envasado, almacenamiento, distribucion, y/o comercializacion, antes de llegar al con-
sumidor, el concepto tiene relevancia, sin lugar a dudas, también en los hogares, ya
que la contaminacion de un alimento puede producirse en cualquier momento de
la cadena alimentaria.

La preparacién y manipulacién de alimentos son factores claves en el desarrollo
de las ETAs. De acuerdo a estadisticas elaboradas por el Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica de ETAs, aproximadamente el 40% de los brotes reportados en la
Argentina tienen su origen en el hogar [8]. Este fendmeno se debe fundamentalmen-
te a la ausencia de normas de higiene, asi como al inadecuado aseo de las personas
que manipulan los alimentos en el lugar de preparacion. En este sentido resulta im-
portante tomar conciencia que la correcta manipulacion, fermentacion y almacena-
miento de los alimentos fermentados es un recurso indispensable para evitar todo
tipo de enfermedades alimentarias.

Las mejoras en la seguridad alimentaria de los productos fermentados se deben,
mayormente, a la actividad microbiana durante el proceso fermentativo. Una gran
variedad de microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) se requieren para ela-
borar la diversidad de productos fermentados que se consumen en el mundo, siendo
las bacterias acido lacticas las que se utilizan con mayor frecuencia (por ejemplo, para
la produccion de yogures, leches fermentadas, chucrut, olivas, embutidos y encurti-
dos, entre otros). En la elaboracion de pan y bebidas alcohdlicas se utilizan levaduras,
tipicamente de la especie Saccharomyces cerevisiae, las cuales convierten la glucosa
en etanol y diéxido de carbono. En ciertas fermentaciones, como en la produccion
de queso azul y salsas de soja, también se utilizan mohos. El crecimiento y desarrollo
de los microorganismos fermentativos en los alimentos genera, entre otras cosas,
acidos organicos y péptidos antimicrobianos capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos patdégenos y de deterioro. Esta inhibicion puede actuar mediante
el retraso o detenimiento del crecimiento de los microorganismos patégenos y/o
alterantes, o a través de la inactivacion o muerte de estos microorganismos. Ambos
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procedimientos pueden resultar en una mejora en la seguridad de los alimentos.

Sin embargo, a pesar de que se conoce que la fermentacién inhibe el crecimiento
de bacterias patdgenas y formacion de toxinas bacterianas, el potencial de la fermen-
tacion para controlar los efectos nocivos de la contaminacion alimentaria depende
de factores tales como el nivel inicial de contaminacion de la materia prima, el nivel
de higiene durante el proceso, la acidificacion, la actividad acuosa (a,), la concentra-
cion saling, la temperatura y el tiempo del proceso fermentativo, y el agregado de
cultivos iniciadores, entre otros [5].

Existen microorganismos patdgenos que pueden ser resistentes al pH y la acidez
presentes durante la fermentacion, pero que pueden ser destruidos en otras etapas
del proceso de elaboracién de alimentos, como por ejemplo mediante la coccion,
salazdn o secado parcial. En este sentido, si bien la fermentacion ha sido considerada
histéricamente como una practica segura, por si sola no puede eliminar todos los ries-
gos para la salud relacionados con los alimentos, y no debe verse como un reemplazo
de las practicas basicas de higiene alimentaria [9]. Compuestos como los plaguicidas
o las micotoxinas que pudieran estar presentes en algunos alimentos, por ejemplo,
seguiran estando presentes al finalizar el proceso de fermentacion si no son elimina-
dos con anterioridad. Resulta importante destacar que los alimentos fermentados
no estan exentos de riesgos. Cuando la fermentacion es incorrecta, éstos pueden ser
vehiculos de bacterias patdgenas tales como L. monocytogenes, E. coli patogénicas, S.
enteritidis, S. aureus, y C. botulinum, entre otros. A nivel industrial, la implementacion
de sistemas integrados de gestion de calidad e inocuidad de los alimentos, asi como
las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), los sistemas de Anélisis de Peligros y de
Puntos Criticos de Control (APPCC, o HACCP, por sus siglas en inglés), y los estandares
de inocuidad alimentaria (por ejemplo, la implementacion de la norma 1SO 22.000),
garantizan la obtencién de productos inocuos para uso humano desde el comienzo
de la cadena agroalimentaria.

Los alimentos fermentados resultan importantes para una dieta saludable, ya que
tienen el potencial de mejorar la calidad y diversidad de la microbiota, estan relacio-
nados con un menor riesgo de enfermedades infecciosas y crénicas no transmisibles
y pueden proporcionar nutrientes esenciales, entre otros beneficios. Se informa cons-
tantemente a los consumidores acerca de estos beneficios y de lo facil que resulta
fermentar alimentos, lo que implica un resurgir de la fermentacién de productos en
el hogar. Sin embargo, pocas veces se mencionan los riesgos asociados a las fermen-
taciones caseras.

Si bien preparar alimentos fermentados tanto a nivel industrial como en pequefa
escala sin dudas puede ser una buena idea, es recomendable contar con el conoci-
miento adecuado para hacerlo de manera segura, un aspecto abordado histérica-
mente por la industria de alimentos.
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1. SUGERENCIAS PARA ELABORAR ALIMENTOS FERMENTADOS SEGUROS

En su documento titulado “Manual sobre las Cinco Claves para la Inocuidad de los
Alimentos”, la OMS establece recomendaciones para evitar la contaminacion de los
alimentos durante su preparacion y almacenamiento [10]. Estas recomendaciones,
aplicadas a los alimentos fermentados, son las que se enuncian a continuacion.

I1I.LA. UTILIZAR AGUA Y MATERIAS PRIMAS SEGURAS

Disponer de agua potable (incluye al hielo), segura y de calidad es fundamen-
tal para la produccién de alimentos inocuos. En nuestro pais, el Codigo Alimentario
Argentino (CAA) establece una serie de normas de calidad para el agua potable, que
van desde aspectos microbiolégicos, a quimicos y organolépticos [11]. El objetivo
es proteger la salud de los consumidores, ya que la misma podria contener tanto
peligros microbioldgicos como peligros quimicos, lo que hace necesario tener cono-
cimiento de su aptitud para elaborar y procesar alimentos. Si existen dudas respecto
a la calidad del agua de consumo, se recomienda hervirla hasta que salgan burbujas
durante al menos 5 minutos, o agregar dos gotas de hipoclorito de sodio concentra-
do por cada litro de agua (si la solucién concentrada posee 50-60 g/litro de cloro acti-
vO, esto da como resultado una concentracion final de 5-6 mg de cloro activo por litro
de agua) contenida en un recipiente limpio y preferentemente con tapa, mezclando
adecuadamente y dejandola reposar durante al menos 30 minutos antes de utilizarla.

Respecto de las materias primas, el primer paso es elegir los proveedores y definir
los pardmetros de calidad que se desean para los alimentos. Durante esta fase se
define una mayor o menor calidad del producto final. Para esta seleccién el criterio
se basa en el marco legal actual, es decir, las condiciones que dicta la ley, ademas de
los aspectos organolépticos que se deseen. Posteriormente, se recomienda realizar
una inspeccioén y clasificacion previa de los insumos a los fines de descartar aquellos
que se encuentren dafiados o con signos visibles de deterioro. Esta primera seleccion
puede ayudar a excluir, por ejemplo, carne en descomposicion, fruta dafada o mo-
hosa, granos infectados por mohos, entre otros. El Codex Alimentarius [12] destaca la
necesidad de impedir, en la medida en que sea razonablemente posible, el deterioro
y la descomposicion de las materias primas, aplicando medidas como el control de la
temperatura, la humedad, y/u otros controles. Asimismo, establece la necesidad de
proteger los alimentos vy los ingredientes de la contaminaciéon de plagas o de conta-
minantes quimicos, fisicos o microbiolégicos, asi como de otras sustancias objetables
durante la manipulacién, el almacenamiento y el transporte.

En caso de trabajar con productos lacteos, de manera de garantizar su inocuidad,
es indispensable utilizar siempre alimentos ya procesados, como por ejemplo leche
pasteurizada. No se debe utilizar leche cruda, ya que puede albergar microorganis-
mos peligrosos, tales como Salmonella spp., E. coli patogénicas, L. monocytogenes,
y Brucella spp. entre otros, que pueden representar serios riesgos para la salud del
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consumidor [13]. Cabe destacar que la venta al publico de leche cruda, de cualquier
especie, se encuentra expresamente prohibida por la legislacion argentina actual (ar-
ticulo 556 bis del CAA) [11].

En todos los casos, se debe verificar la fecha de vencimiento y/o consumo prefe-
rente de la materia prima empleada para la elaboracién de los alimentos fermenta-
dos, y no utilizar alimentos después de dicha fecha.

Cuando la elaboracién de los productos fermentados sea con fines de comercia-
lizacion, es necesario contar con un registro de materias primas que incluya, entre
otras, la siguiente informacion:

» Nombre del productor y/o proveedor
o |dentidad y cantidad de cada lote de materias primas

 Fecha de produccién y adquisicion

» Calidad microbioldgica y fisicoquimica de las materias primas empleadas

Una correcta eleccién de las materias primas significa un menor riesgo de intoxi-
cacion alimentaria, una mayor calidad y vida Util del producto final, asi como un me-
nor numero de desperdicios. Si bien la fermentacion ayuda a conservar los alimentos
frescos por mas tiempo, no rescatara aquellos productos en mal estado.

[11.B. MIANTENER LA LIMPIEZA

La limpieza es el factor clave para prevenir las ETAs. Todo aquello que tenga con-
tacto con los alimentos debe estar limpio. En este contexto resulta importante dife-
renciar dos conceptos: la limpieza, que es la eliminacion de todos los residuos visibles
que pueden servir de alimento para los microorganismos, y la desinfeccion, que es
la eliminaciéon de los microorganismos patdgenos y la disminuciéon del nimero de
microorganismos que puedan estar presentes. En la elaboracion de alimentos existen
puntos criticos de contaminacion, etapas del procedimiento, lugares u operaciones
en las cuales los alimentos estdn mas predispuestos a contaminarse o alterarse. Las
buenas practicas de higiene pueden ayudar a controlar estos puntos criticos y asi
mejorar la calidad microbiolégica de los productos fermentados.

Una de estas practicas, de particular relevancia, es el correcto lavado de manos,
el cual debe realizarse, con agua potable caliente y jabdn liquido antes de manipular
los alimentos (ver Tabla 1). Este procedimiento debe repetirse después de ejecutar
algun tipo de actividad donde se puedan haber contaminado las manos y al terminar
de elaborar los alimentos. El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) recomienda lavar las manos especialmente durante
ciertos momentos claves en que existen mas probabilidades de contraer y propagar
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microorganismos (ver Tabla 2) [14].

El lavado de manos con agua y jabon es la forma més eficaz de eliminar microor-
ganismos. Sin embargo, en caso de no disponer inmediatamente de estos elemen-
tos, puede utilizarse un desinfectante de manos que contenga al menos un 60 %
de alcohol. De todos modos, si bien la alternativa de utilizar desinfectantes ayuda a
disminuir la carga microbiana, no elimina todos los tipos de microorganismos ni tam-
poco las sustancias quimicas perjudiciales, como pesticidas y metales pesados [14].

Tabla 1. Forma correcta de lavarse las manos.
1. Arremangarse hasta el codo
Enjuagarse hasta el antebrazo
Enjabonarse cuidadosamente
Frotarse las manos con el jabén hasta que haga espuma
Frotarse la espuma por el dorso de las manos, entre los dedos y debajo de las ufias

Enjuagarse con agua limpia para eliminar el jabén

B © BN > R

Secarse preferentemente con toalla de papel o al aire

Tabla 2. Cuédndo lavarse las manos.
Antes de Durante Después de

Manipular alimentos crudos (carne, pes-

Tocar materia prima
P cado, pollo, huevos)

Preparar alimentos Ir al bafo

Comer Jugar en el parque

Cuidar a alguien que Cuidar a alguien que tenga vomitos o
tenga vémitos o diarrea diarrea

- ) Tratar una cortadura o una herida
Preparacion de alimentos

Cambiar pafales o limpiar a un nifo que
haya ido al bafio

Tratar una cortadura Sonarse la nariz, estornudar, rascarse o
0 una herida toser

Tocar a un animal, alimento para animales
o excrementos de animales

Tocar la basura

I11.B.1. LAVAR Y DESINFECTAR LAS MATERIAS PRIMAS QUE SE UTILIZARAN

Los patdgenos microbianos pueden estar asociados a la superficie de frutas y
verduras como resultado de la contaminacion en el campo o durante las etapas de
cosecha y post-cosecha. Bacillus cereus, C. botulinum y L. monocytogenes pueden es-
tar presentes de forma natural en el suelo y dar lugar a la contaminacion de frutas y
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vegetales, mientras que otros microorganismos, como ciertos virus y bacterias tales
como Salmonella spp., E. coliy Shigella spp., pueden ser de origen entérico, alcanzan-
do a este tipo de alimentos a través del abono o riego con aguas residuales deficien-
temente tratadas o sin tratar. En este sentido, el lavado de las frutas y verduras resulta
de utilidad para reducir la carga microbiana. Sin embargo, no garantiza la comple-
ta eliminacion de los peligros. La eficacia del lavado puede mejorarse a través de
la incorporacion de agentes antimicrobianos al agua de lavado, como por ejemplo
hipoclorito de sodio. Se debe tener presente que la limpieza y desinfeccién es el co-
mienzo y no el final del procesamiento de alimentos.

111.B.2. TRABAJAR SOBRE SUPERFICIES LIMPIAS

Se recomienda lavar y desinfectar las superficies (marmol, mesas, etc.) y contene-
dores que se utilizaran, con agua caliente y jabon, y enjuagar con abundante agua
caliente antes de usarlas. Asimismo, es necesario mantener limpios y desinfectados
los equipos y utensilios que se utilizaran para la preparacion de los alimentos fermen-
tados (tablas de cortar, cuchillos, cucharas, entre otros). No se deben utilizar escobas,
escurridores, cepillos, baldes, esponjas, trapos usados para limpiar pisos, desagies y
paredes, sobre superficies que estén en contacto con alimentos. Los elementos de
limpieza utilizados en bafos no se deben utilizar en dreas de produccion. Los pafos
de cocina se deben lavar con frecuencia y reemplazarlos cuando sea necesario.

I11.B.3. PROTEGER LOS ALIMENTOS Y LAS AREAS DE ELABORACION DE LAS PLAGAS, MASCOTAS
Y OTROS ANIMALES

Se define como plagas a todos aquellos animales que compiten con el hombre en
la busqueda de agua y alimentos, invadiendo los espacios en los que se desarrollan las
actividades humanas. Los mismos pueden danar estructuras o bienes, y constituyen
uno de los mas importantes vectores para la propagacion de ETAs. Las plagas mas co-
munes asociadas a la elaboracion de alimentos son los insectos (cucarachas, hormigas,
moscas), roedores, y aves. Resulta importante que tanto a nivel industrial como en el
hogar donde se elaboran alimentos fermentados, se cuente con un sistema eficiente
de control y manejo integrado de plagas. El mismo debe poseer un enfoque sistemati-
o, basado en buenas practicas de limpieza, inspeccion y vigilancia junto a métodos de
control fisicos y quimicos, asi como una buena gestion del entorno.

Una buena herramienta para evitar la propagacion de plagas en el sector de la
alimentacion es la gufa “Pest Control in the Food Industry’, publicada por el Chartered
Institute of Environmental Health (Reino Unido) [15], en la que, ademaés de explicar-
se los principios del control de plagas en el sector, se realiza una descripcion del
comportamiento de aquellas plagas que mas comunmente afectan a la industria
alimentaria.
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[11.C. SEPARAR ALIMENTOS CRUDOS Y COCIDOS

Los alimentos crudos pueden estar contaminados con microorganismos v trasla-
darse a los alimentos cocidos o listos para consumir. Este proceso se conoce como
contaminacion cruzada, y puede realizarse de manera directa o indirecta.

La contaminacion cruzada directa ocurre cuando un alimento contaminado entra
en “contacto directo” con uno que no lo esta o cuando los contaminantes llegan al
alimento por medio de la persona que los manipula. Por ejemplo, si se mezclan ali-
mentos que no fueron lavados junto a otros que no estan contaminados, o cuando
un manipulador estornuda sobre el alimento que esta elaborando.

Por otra parte, la contaminacion cruzada indirecta se entiende como el paso de
un peligro presente en un alimento a otro que se encontraba inocuo, utilizando como
vehiculo superficies o utensilios que han estado en contacto con ambos alimentos
sin la debida limpieza y desinfeccion requerida (utensilios de cocina, tablas, equipos
de cocina, etc.). Por ejemplo, el empleo de un cuchillo que se utilizd para cortar carne
cruda y que luego se emplea para cortar verduras.

Para evitar la contaminacién cruzada se recomienda:

 Separar siempre los alimentos crudos de los cocidos y de los listos para
consumir.

» Conservar los alimentos en recipientes cerrados, separados para evitar el
contacto entre crudos y cocidos.

» Usar equipos y utensilios diferentes, como cuchillos o tablas de cortar,
para manipular alimentos crudos y cocidos.

[11.D. TRATAR TERMICAMENTE LOS ALIMENTOS QUE ASi LO REQUIERAN

Ciertos alimentos pueden requerir de una etapa de tratamiento térmico antes o
después del proceso de fermentacion, ya sea para detener y/o ralentizar el proceso,
como para eliminar la posible presencia tanto de microorganismos patdgenos resis-
tentes a la acidez, como de microorganismos de deterioro (por ejemplo, bacterias y
mohos).

Este es el caso de, por ejemplo, la kombucha. De acuerdo con un estudio publi-
cado por Nummer [16], el mejor método de conservacion de este alimento fermen-
tado es la pasteurizacion, la cual evitara tanto la acumulacién de didxido de carbono
como de alcohol en la botella. Una recomendacion simple es calentar la kombucha
a 82,2 °Cy embotellar inmediatamente. Después de 30 segundos, invertir la botella y
sostenerla por otros 30 segundos. Otro ejemplo de alimento fermentado en donde
se recomienda el empleo de pasteurizacion como método de conservacion es el
chucrut. EI CAA en su capitulo Xl (articulo 976) establece que, si el chucrut se presenta
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en envases cerrados herméticamente, deberd someterse al proceso de esterilizacion
industrial [11]. Asimismo, paises como Alemania, Espafa y Uruguay definen a la pas-
teurizacion como uno de los procesos aplicables para la conservacion de encurtidos
vegetales con el objetivo de aumentar su seguridad microbioldgica.

Por otra parte, en el ambito industrial, la leche utilizada para la elaboracion del
yogur es sometida a un doble tratamiento térmico previo al agregado de los cultivos
iniciadores, lo que asegura la inocuidad de estos productos, en este caso la viabilidad
de las bacterias benéficas no se ve alterada, ya que la fermentacion es posterior al
tratamiento térmico de la leche.

[1l.E. MANTENER LOS ALIMENTOS A TEMPERATURAS SEGURAS

Se conoce como “zona de peligro”al rango de temperaturas comprendidas entre
los 4°Cy 60 °C. En estas condiciones, los microorganismos patdégenos o deteriorantes
encuentran un espacio ideal para reproducirse, dafiando la calidad de los alimentos y
poniendo en riesgo la salud de los consumidores. Por lo tanto, los productos frescos,
crudos y cocidos, no deben permanecer a temperatura ambiente por mas de dos
horas. Evitar que los alimentos se encuentren dentro de la zona de peligro es un es-
fuerzo que se debe mantener durante todo el proceso de produccion de alimentos
fermentados (sobre todo en el hogar). Controlar la temperatura en cada etapa sera
crucial para ofrecer la méaxima seguridad alimentaria al consumidor.

Se recomienda refrigerar lo mas pronto posible los alimentos cocidos y los pere-
cederos (preferentemente a temperatura inferior a los 4 °C). Por otra parte, se debe
tener en cuenta que todos los alimentos poseen una fecha de vencimiento. Es por
ello que se recomienda no guardar los alimentos por demasiado tiempo, aunque sea
a temperatura de refrigeracion.

Adicionalmente a las claves de la OMS orientadas a la elaboracion de alimentos
inocuos, para la elaboracién de alimentos fermentados se pueden sumar otras reco-
mendaciones (varias de ellas recomendadas por la International Scientific Association
for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) [17]):

[1.F. UTILIZAR MATERIALES DE GRADO ALIMENTICIO

El CAA define en su capitulo IV, a los utensilios, recipientes, envases, envolturas,
aparatos y accesorios alimentarios, asi como las caracteristicas que deben cumplir los
mismos para estar en contacto con alimentos [11].

El envase cumple diversas funciones de gran importancia: contener los alimentos,
protegerlos del deterioro quimico vy fisico, y brindar informacién a los consumidores
sobre los productos. Preserva la forma y la textura del alimento que contiene, evita
que pierda sabor o aroma, y prolonga el tiempo de almacenamiento.

En algunos casos, el material seleccionado para el envase puede afectar la ca-
lidad nutricional del producto. Un ejemplo son los envases de plastico donde los
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monoémeros no polimerizados y aditivos podrian pasar al alimento. Otro ejemplo son
los envases de hojalata donde puede producirse la incorporaciéon de elementos me-
talicos a los productos alimenticios. Varios de estos elementos pueden reaccionar
con el 4cido de los alimentos y conferir al producto un sabor o color extrafo.

A los fines de evitar posibles contaminaciones, transferencias o migraciones de
compuestos desde el envase al alimento, se deben utilizar como componentes de los
envases aquellos que se encuentran autorizados para su uso por haber demostrado
su inocuidad.

I11.G. UTILIZAR CULTIVOS INICIADORES ADECUADOS

En la fermentacion controlada es fundamental utilizar un protocolo de trabajo es-
tandarizado, que establezca las cantidades adecuadas de fermentos iniciadores, en-
tre otros ingredientes. Confiar en la fermentacion espontanea incrementa de algun
modo el riesgo de fermentaciones no controladas causadas por bacterias, levaduras y
mohos inadecuados, resultando productos fermentados potencialmente peligrosos
para la salud, o de calidad mala o variable, aunque la fermentacién no controlada
es factible de ser llevada a cabo y obtener productos seguros, como en el caso del
kimchi, chucrut o embutidos carnicos, siempre y cuando se tengan en cuenta los
aspectos discutidos en este capitulo.

Por otra parte, en algunos casos el empleo de cultivos iniciadores se traduce direc-
tamente en un aumento de la inocuidad de los productos fermentados. Por ejemplo,
un estudio realizado por la Red de Seguridad Alimentaria del Conicet (RSA-Conicet)
demostrd que el empleo de cultivos iniciadores (bacterias acido lacticas) en el pro-
ceso de elaboracién de embutidos, reduce en al menos tres érdenes de magnitud la
probabilidad de que los consumidores sufran listeriosis, en comparaciéon con la no
aplicacion de los mismos. Asimismo, el pH alcanzado por la masa carnica durante la
fase de fermentacion y el valor de a,, al final de la maduracion del embutido fueron
los factores de proceso que mas impactaron sobre la probabilidad de que el produc-
to generado cause enfermedad en los consumidores [18].

Cabe sefalar que la RSA-Conicet (https://rsa.conicet.gov.ar/) es una unidad del
Conicet, de referencia nacional e internacional, disefada para contribuir en la resolu-
cion de temas prioritarios para el pais en materia de Seguridad Alimentaria. Desarrolla
y analiza informacion, con fundamento cientifico tecnolégico, para que las autoridades
responsables puedan definir politicas de gestion y el sector productivo se desarrolle
armonicamente dentro de las recomendaciones establecidas. La misma busca interac-
tuar con todos los investigadores del sistema de ciencia y técnica del pais, no solamen-
te del Conicet, sino también de otras instituciones (INTA, INTI, CONEA, universidades,
etc) que estén vinculadas directa o indirectamente con la seguridad alimentaria.

En la pequena escala, se debe prestar especial atencién a los cultivos iniciadores que
han sido "heredados’, sobre todo los granulos utilizados en la preparacion del kefir de
aguay leche, asi como el scoby empleado en la preparacion de la kombucha, ya que en
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la mayoria de los casos no se dispone de registros vinculados con la calidad e inocuidad
de los mismos. Por otro lado, no existe una forma réapida y econdmicamente viable para
un consumidor cualquiera de saber, a priori, acerca de la funcionalidad e inocuidad de
estos granulos o complejos microbianos, sino que la recomendacion es que los mismos
sean provistos por alguien conocido, que los esté usando y consumiendo los produc-
tos con ellos elaborados (kefir de agua, kefir de leche, té de kombucha).

Es sabido que algunas bacterias lacticas pueden formar compuestos como las
aminas biogénicas a partir de aminoacidos, las cuales pueden provocar problemas
de salud como dolor de cabeza, caida de presion arterial, diarrea e incluso proble-
mas cardiacos. Asimismo, el SCOBY podria presentar contaminacién con mohos tales
como Aspergillus spp. y Penicillium spp.

[1l.H. ADICIONAR UNA CONCENTRACION SALINA ADECUADA

Los cambios en la actividad acuosa de un alimento pueden tener efectos pro-
fundos en los microorganismos contaminantes. Dependiendo de las circunstancias,
una disminucién en la a,, producida por el secado o la adicién de solutos (como la
sal), reducira el potencial de crecimiento microbiano, pero también podra generar
un aumento en la resistencia microbiana a condiciones adversas, mejorando poten-
cialmente la supervivencia de ciertos microorganismos patégenos que pueden estar
presentes en el alimento. Por el contrario, un aumento de la a,, se vincula con la capa-
cidad de crecimiento de organismos previamente inactivos, permitiéndoles, en cier-
tos casos, alcanzar concentraciones que puedan causar dafos a la salud, debido a su
presencia y/o de sus toxinas. Bajo ciertas circunstancias, para garantizar la seguridad
del proceso fermentativo resulta esencial adicionar las cantidades de sal indicadas en
las recetas, sobre todo en productos vegetales fermentados.

[11.I. CONTROLAR TIEMPOS, TEMPERATURAS Y CONDICIONES DE FERMENTACION

Es necesario dar el tiempo de fermentacion adecuado. Intentar no interrumpir el
proceso fermentativo para reducir la cantidad de oxigeno que alcanza a los alimen-
tos de manera que no se desarrollen mohos y otros microorganismos indeseables.
Todos los productos fermentados necesitan un tiempo determinado de fermenta-
cion para asegurar no solo las caracteristicas organolépticas del producto final sino su
inocuidad. Los tiempos son variables y propios de cada producto pudiendo ir desde
horas (por ejemplo, la elaboracion de pan, o de yogures a nivel industrial), dias (por
ejemplo, la elaboracion de yogur o kefir en el hogar) hasta semanas (por ejemplo, la
elaboracion de vinos, chucrut, o embutidos).

Por otra parte, resulta importante controlar la temperatura de fermentacion, ya
que la misma puede permitir la destruccion de posibles patdégenos e inhibir las bac-
terias de deterioro, siendo las mismas propias de cada tipo de alimento a fermentar.
Mientras que una temperatura ambiente de 18-22 °C puede ser adecuada para la
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fermentacion del chucrut, la temperatura éptima de fermentacion del yogur es cer-
cana a los 43°C [9]. Especial atencién se debe tener en las fermentaciones realizadas
en el hogar, debido a los cambios de temperatura ambiente que tienen lugar en
invierno y verano (en caso de no utilizar una incubadora o cdmara de incubacion, se
debe encontrar el lugar adecuado de la casa para llevar a cabo las fermentaciones en
estas dos estaciones).

Asimismo, se debe procurar que el proceso de acidificacion sea lo mas rapido posi-
ble. Los microorganismos patdgenos, generalmente, no pueden crecer en ambientes
con alto contenido de acido. Un pH de 4 es un objetivo seguro, el cual debe alcanzarse
lo mas rapido posible durante la fermentacion para evitar el crecimiento de bacterias
que pueden producir toxinas o sabores desagradables. Se debe tener presente que el
contenido de 4cido no protege la comida indefinidamente. Algunas levaduras y hon-
gos pueden crecer en presencia de un elevado contenido de acido. En todos los casos
estos peligros se mitigan mediante el monitoreo y control de los niveles de pH durante
la etapa de fermentacion. El monitoreo aceptable se debe realizar mediante el empleo
de un medidor de pH digital calibrado para mayor precision, en comparacion con el
uso de tiras de pH de papel, las cuales no estdn recomendadas.

Ademés de la acidificacion, el control microbiano se logra mediante la reduccion
de la a,, generalmente mediante el salado y/o secado. Esto resulta de gran importan-
cia durante la elaboracion de embutidos fermentados. Es importante sefalar que la
carne cruda es una matriz particularmente peligrosa, que requiere alin mas cuidado
y atencion cuando se realiza en casa.

[11.). ROTULAR LOS ALIMENTOS FERMENTADOS ELABORADOS

Si bien es verdad que los alimentos producidos para consumo personal no tienen
la obligacién de ser rotulados, es recomendable que el envase cuente con informa-
cion minima como tipo de producto, fecha de elaboracién, fecha de caducidad.

Por otra parte, si los productos fermentados estardn destinados a la comercializa-
cion, en cualquiera de sus formas, la legislacion vigente establece la obligatoriedad
de contar con un rotulado [11]. La informacion que figura en los rétulos de los ali-
mentos es el principal medio de comunicacion entre el consumidor y el elaborador
[19]. Los consumidores han de saber qué hay en los alimentos que compran, sobre
todo si son personas con problemas de intolerancias y alergias. El rotulo debera con-
tener la siguiente informacion:

-Fecha de duracion del producto, indicando dia y mes para los productos que
tengan una duracion minima no superior a tres meses, y mes y afo para aquellos
que tengan una duracion mayor a tres meses (la informacion debe estar impresa y
no escrita a mano). Esta informacién no es necesaria para vinos, bebidas alcohélicas
que contengan al menos 10% (v/v) de alcohol, vinagre, ni tampoco para productos
de panaderiay pasteleria que, por la naturaleza de su contenido, se consuman por lo
general dentro de las 24 horas siguientes a su fabricacion.
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o Lista de ingredientes (incluyendo los alérgenos).
» Contenidos netos.

« |dentificacion del origen, indicando nombre del fabricante, localidad y
pals.

» Nombre o razén social y direccion del importador, cuando corresponda.

« Identificacion del lote: indicacién en clave o lenguaje claro, impresa, gra-
bada o marcada de forma indeleble, legible y visible, que permita identifi-
car el lote al que pertenece el alimento.

» Preparacion e instrucciones de uso del alimento, cuando corresponda.
« Rotulo nutricional.

« Numero de registro o cddigo de identificacion del establecimiento ela-
borador ante el organismo competente, es decir el Registro Nacional de
Establecimiento (RNE) y, opcionalmente, puede contener el nimero de
Registro Nacional de Producto Alimenticio (RNPA).

Respecto de este Ultimo punto, resulta importante aclarar que una empresa con
RNE y RNPA es aquella que cuenta con un establecimiento habilitado para la elabo-
racion de alimentos y posee su producto registrado. La habilitacion de un estableci-
miento constata que las normas generales sobre el lugar fisico de elaboraciéon son
aptas para el desarrollo de productos comestibles o la actividad declarada (elaborar,
fraccionar, distribuir). Una empresa sin el establecimiento habilitado no deberia ela-
borar, manipular, procesar, fraccionar, distribuir ni comercializar alimentos [20].

Por Ultimo, dado que la compra de alimentos (fermentados y no fermentados) a
través de internet (sitios web, redes sociales, plataformas de venta) cada vez es mayor,
debido a las ventajas que aporta: es comodo, no hay que salir de casa, se puede elegir
entre varios productos, comparar los precios, etc,, resulta importante tener en cuenta
que estos alimentos deben cumplir con toda la legislacion alimentaria vigente, asi
como con los requisitos de inocuidad. En muchos casos, estos productos carecen de
todo tipo de registros (elaboracién, almacenamiento, transporte) asi como de traza-
bilidad y rotulado.

El elaborador debe saber que sera el responsable de los alimentos que se comer-
cialicen independientemente de la via por la que se realice.

En resumen, en este capitulo del libro se mostré que la utilizacion de aguas y ma-
terias primas seguras, el monitoreo del pH, temperatura, actividad acuosa y tiempos
de fermentacion, asi como la implementacion de buenas practicas de fermentacion
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(incluyendo el posible tratamiento térmico) y contar con las habilitaciones corres-
pondientes (cuando sea necesario) resultan claves para la elaboracion de alimentos
fermentados seguros tanto a nivel industrial como en el hogar (ver Tabla 3). Como
consumidores debemos ser inteligentes y responsables, capaces de identificar ali-
mentos fermentados que sean seguros e iNOCUOs.

Tabla 3. Recomendaciones para elaborar alimentos fermentados inocuos.
- Utilizar agua y materias prima seguras

+ Mantener la limpieza:
Correcto lavado de manos
Lavar y desinfectar materias primas
Trabajar sobre superficies limpias
Proteger los alimentos y superficies de plagas, mascotas y otros animales

- Separar alimentos crudos y cocidos

- Tratar térmicamente alimentos que asi lo requieran
- Mantener los alimentos a temperaturas seguras

- Utilizar materiales de grado alimenticio

- Trabajar con cultivos iniciadores adecuados, en el caso que el alimento asf lo requiera
(yogur, kefir, kombucha)

- Adicionar concentraciones adecuadas de sal, cuando el alimento lo permita (chucrut,
embutidos).

- Controlar tiempos, temperaturas y condiciones de fermentacion

- Rotular los productos elaborados

IV. DECLARACION DE POSIBLES CONFLICTOS DE INTERES

Juan Martin Oteiza ha llevado adelante tareas de vinculaciéon y transferencia de
conocimiento con diversas empresas productoras de alimentos, desde el 2009 en
adelante.
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RESUMEN

Las enfermedades crénicas no transmisibles tienen una alta pre-
valencia en el mundo actual y son la principal causa de muerte en el
mundo. Por lo tanto, el estudio de las alternativas terapéuticas para es-
tas condiciones ha mostrado un auge. Los alimentos fermentados son
parte de la dieta habitual de multiples personas alrededor del mundo.
Los beneficios para la salud humana estan siendo estudiados, asi como
también los beneficios terapéuticos que podrian tener en enfermeda-
des cronicas no transmisible como diabetes, hipertension arterial, obe-
sidad, entre otras. Se han evidenciado los efectos que tiene el consumo
de alimentos fermentados en la regulacion del eje renina-angiotensina-
aldosterona beneficiando a pacientes hipertensos, en el sistema inmu-
nolégico como antiinflamatorios, la reduccion del riesgo cardiovascular,
disminucion en el peso corporal en pacientes con obesidad, entre otros
beneficios. En esta revision se pretende realizar una revisidon narrativa de
la literatura correspondiente a los registros existentes acerca de los be-
neficios del consumo de alimentos fermentados para la salud humana.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) causan alrededor del 70% de
las muertes que se producen cada afio en el mundo, siendo la enfermedad cardio-
vascular la de mayor incidencia [1, 2]. Adicionalmente, entre los factores de riesgo
mas predominantes para ECNT se encuentran la hipertension arterial, diabetes me-
llitus tipo 2 y el exceso de peso que, en conjunto, afectan a mas de mil millones de
personas a nivel mundial [1-5].

En este contexto, cada vez existe un mayor interés en el desarrollo y estudio de
alternativas terapéuticas eficaces, de facil acceso y aceptabilidad, como lo podrian ser
aquellas relacionadas con la dieta y alimentacion [6-8].

De esta forma, durante los Ultimos treinta anos se viene incluyendo, dentro de
diferentes gufas nacionales alimentarias, a los alimentos fermentados como una al-
ternativa viable y de facil acceso, vinculada a las dietas tradicionales. Entre los alimen-
tos mencionados por varias guias nacionales se encuentran el yogur, kefir, queso,
kimchi, chucrut, tempeh, miso, kombucha, natto y aceitunas fermentadas [9-18].
Adicionalmente, este tipo de alimentos desde hace unas décadas ha llamado la aten-
cion de empresas de alimentos, que paulatinamente han desarrollado una genera-
cion de alimentos fermentados industriales [10, 19].

La fermentacion de alimentos es casi tan antigua como la humanidad, acompanan-
do el desarrollo de multiples civilizaciones alrededor del globo [10]. A pesar de que no
hay un consenso acerca de lo que se denomina un alimento fermentado, para efectos
de la presente revision se considerard que el alimento fermentado es aquél alimento
transformado como resultado de su exposicion controlada a bacterias, hongos o
levaduras que inducen la transformacién bioldgica del alimento y la produccion de
compuestos bioactivos [19, 20]. Esta transformacion se traduce en un aumento del
valor nutricional y de las caracteristicas organolépticas de los alimentos [21].

Estos procesos generados por la fermentacion pueden ser clasificados en dife-
rentes tipos de acuerdo a los microorganismos que intervienen en la fermentacion,
o de los productos que se generan el proceso. Se conoce ampliamente que algu-
nos productos de la fermentacion son el alcohol y diéxido de carbono (levadura),
el acido acético (Acetobacter), acido lactico (bacterias de los géneros Leuconostoc,
Lactobacillus y Streptococcus), acido propiénico (Propionibacterium freudenreichii),
amoniaco y acidos grasos, entre otros [19].

Se ha senalado que estos compuestos bioactivos, productos de la fermentacion,
pueden tener diferentes efectos, entre los que se ha descrito la disminucién de la
presion sanguinea, modular la respuesta inmune, promover la actividad antioxidante,
disminuir la resistencia a la insulina, entre otros [20].

En la actualidad no se conocen en su totalidad los mecanismos mediante los cua-
les los alimentos fermentados pueden contribuir a generar efectos benéficos sobre la
salud humana. Algunos de los mecanismos estudiados han sido descriptos ya en este
libro, como por ejemplo el rol de la microbiota en la salud y la enfermedad (Capitulo 3),
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los efectos del consumo de leches fermentadas sobre el sistema inmune (Capitulo 4),
la transformacion de los alimentos por intermedio de la fermentacion (Capitulo 12) y
el rol del &cido lactico en los efectos benéficos atribuidos a los alimentos fermentados
(Capitulo 13).

Se han postulado dos vias principales mediante las cuales la ingesta de alimentos
fermentados puede tener un efecto benéfico sobre la salud de las personas. En pri-
mer lugar, se encuentran aquellos relacionados con la ingesta de los productos del
metabolismo o degradacion bacteriana, como acetato, lactato, propionato, factores
de crecimiento y la presencia de exopolisacaridos de membrana [20, 22]. Estos pro-
ductos de degradacién ejercen un efecto a nivel local, influyendo sobre la respuesta
inmune del huésped o la homeostasis de la mucosa intestinal.

La segunda via tiene que ver con la interaccion generada por las bacterias vivas
ingeridas con la microbiota residente, induciendo una mayor produccion de propio-
nato y butirato o la liberacion de azUcares, aminodacidos, acidos sidlicos y sulfato que
sirven como sustratos para los comensales residentes. Esta interacciéon también pue-
de alterar el pH, esencialmente por medio de la produccién de lactato y dcidos grasos
de cadena corta, competencia de nicho o la excrecidon de bacteriocinas [20, 23]

En ambos casos, la produccion de metabolitos o la interaccién con el microbioma
del huésped estd dada por la cantidad de bacterias vivas o los productos de su degra-
dacién en los alimentos [23]. Se considera que entre mayor sea la concentracion de
bacterias vivas, mayor sera el efecto sobre la microbiota del consumidor. En general
la mayor parte de los alimentos fermentados tienen concentraciones de 1 x 1057 bac-
terias por mL o gramo, aunque en el caso de los derivados de la leche estos pueden
ser incluso mayores [23].

A su vez, se ha sefialado en algunos casos que los péptidos derivados de la
B-caseina presentes en leches fermentadas y yogur, pueden tener un efecto anti-
inflamatorio y anti-aterogénico [24]. Otro mecanismo de accién propuesto es la re-
duccion de la presién arterial que por accion de ciertos productos de la fermentacion
pueden ejercer un efecto inhibidor sobre el eje renina angiotensina, como en el caso
de la natoquinasa [25]. También, se ha propuesto que productos derivados de la fer-
mentacion de la soya contribuyen a reducir los niveles de angiotensina Il y aldostero-
na [26]. En este mismo sentido, se ha sefalado que alimentos fermentados como el
yogur puede aportar péptidos derivados de la caseina -, k-, as1-, generando patro-
nes de inhibiciéon del eje renina-angiotensina y alguna actividad sobre tolerancia al
dolor en experimentos en animales [27].

De esta forma, con el advenimiento de la medicina de precision, existe un interés
creciente en conocer los beneficios potenciales del consumo de alimentos fermen-
tados, como una estrategia de mejorar el valor nutricional y de recibir los beneficios
bioactivos que poseen estos productos para la salud humana, con el fin de incluir-
los como parte de los estilos de vida saludable, recomendarlos en el tratamiento de
enfermedades crénicas como hipertension [8, 28], diabetes mellitus tipo 2 [20, 29],
enfermedad cardiovascular [30], sindrome metabdlico, entre otros [7, 20].
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El presente trabajo trata de dar cuenta de la evidencia cientifica sobre los benefi-
cios sobre la salud proporcionados por el consumo de alimentos fermentados repor-
tados, a través de una revision narrativa de Ia literatura.

Il. ALIMENTOS FERMENTADOS EN EL MANEJO Y ENFERMEDADES
INMUNOLOGICAS

Tal como se detalla en el Capitulo 4, se ha postulado que la accion de los ali-
mentos fermentados sobre la microbiota intestinal tiene lugar en los receptores
de patrones de reconocimiento (PRRs por sus siglas en inglés). Dentro de los PRRs
mas conocidos se encuentran los receptores Toll-like (TLR por sus siglas en inglés)
y los receptores de dominio de oligomerizacion de union a nucledtidos (NLR por
sus siglas en inglés). La unidn de los receptores a las estructuras microbianas como
lipopolisacaridos, acidos nucleicos, y péptidos bacterianos entre otros, puede indu-
cir la activacion o modulacion de la respuesta inmune adaptativa. Productos de la
fermentacion como el acido lipoteicoico pueden tener un efecto antiinflamatorio,
reduciendo la produccion de radicales libres e interleuquina 2, ademas de aumen-
tar la produccion de interleuquinas IL-4, IL-6 y IL-10 [31]. Asimismo, en el Capitulo
13 se describen los efectos conocidos para el &cido lactico, otro producto de la
fermentacion bacteriana. Dichos efectos alcanzan distintos sistemas organicos y
metabodlicos, como el sistema inmune.

Debido a lo anterior, tal como se sefala en el Capitulo 3, varios autores han su-
gerido el uso de alimentos fermentados para el manejo de enfermedades como la
dermatitis atopica [32]. Un estudio realizado en Turquia encontrd que la ingesta de
alimentos fermentados como yogur, aceitunas en conserva y queso tenfa un efecto
protector para el desarrollo de dermatitis atépica en nifios menores de cinco afos
(odds ratio 0,41;1C95%: 0,23 a 0,73) [33]. Un estudio de cohorte en poblacién europea
encontrd que la incidencia de enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa era menor en
la poblacién con mayor consumo de yogury queso (odds ratio 0,61;1C95%: 0,32 a 1,19
y 0,80; 1C95%: 0,50 a 1,30 respectivamente) [34].

I1l. ALIMENTOS FERMENTADOS, SINDROME METABOLICO Y DIABETES MELLITUS
TIPO 2

La asociacion entre microbiota intestinal y los componentes del sindrome meta-
bolico como la obesidad, la inflamacion sistémica cronica de bajo grado, la dislipide-
mia y el metabolismo alterado de la glucosa han sido presentados por varios autores
[35-37]. Una de las estrategias sugeridas para la prevencion del sindrome metabdlico
y las relacionadas con la alteracion de la glucemia ha sido la intervencion de la mi-
crobiota intestinal como blanco [35], tal como ha sido desarrollado en el Capitulo 3.
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En este sentido, desde hace varias décadas atrds se viene estudiando el efecto del
yogur sobre estas condiciones de salud. Una revision sistematica de la literatura que
tenia como objetivo evaluar el efecto del consumo de yogur en pacientes con sindro-
me metabdlico, encontrd beneficios a favor del consumo de este alimento [38]. Los
estudios revisados, que agruparon alrededor de 100.000 participantes, mostraron en
sus estimaciones asociaciones inversas entre el consumo de yogur y los cambios en
la circunferencia de la cintura, cambios en el peso, riesgo de sobrepeso u obesidad y
riesgo de sindrome metabdlico durante el seqguimiento. Los autores concluyen que el
consumo de yogur (independientemente de si se trata descremado o sin descremar)
puede contribuir a una reduccion del porcentaje de grasa corporal y el riesgo de de-
sarrollar sindrome metabdlico (odds ratio 0,77;1C95%: 0,65 a 0,91y 0,73;1C95%: 0,62 a
0,86; respectivamente) [39].

Se ha reportado en varios estudios el efecto del kimchi en la disminucién de la re-
sistencia periférica a la insulina y el indice de masa corporal. Un estudio aleatorizado
realizado en pacientes con diagnoéstico de pre-diabetes encontrd que el consumo
de 300 g de kimchi fresco o fermentado, repartidos en tres comidas al dia, al cabo
de ocho semanas, reducia los niveles plasmaticos de glucemia, pasando de 105,7 +
12,5 mg/dL to 101,7 + 8,9 mg/dl en el grupo de kimchi fermentado (p = 0,05) (40).
No obstante, tras dos semanas de suspender la administracion de kimchi, los efectos
sobre la glucemia se revertian.

Asimismo, se sugiere que el consumo de kimchi tiene efectos positivos asocia-
dos con el sindrome metabdlico, incluyendo la disminucion de las cifras de presion
arterial, el porcentaje de grasa corporal y el colesterol total, en especial el kimchi fer-
mentado [41].

Existen varios estudios en curso que sugieren que alimentos fermentados como
natto, y sauerkraut, entre otros y sus efectos sobre el sindrome metabdlico pero a la
fecha no hay resultados disponibles [42].

IV. ALIMENTOS FERMENTADOS E HIPERTENSION ARTERIAL

Existen algunos ensayos clinicos aleatorizados que sostienen el efecto antihiper-
tensivo de varios alimentos fermentados entre los que se mencionan leches fermen-
tadas, yogur y queso, entre otros.

El primer caso es relacionado con el efecto que tiene la administracion de leches
fermentadas con Lactococcus lactis NRRL B-50571. Los péptidos bioactivos generados
durante el proceso de acidificacion de la leche parecieran tener un efecto regulador so-
bre la angiotensinay la bradiquinina, reduciendo las cifras de presion arterial en pacien-
tes con prehipertension e hipertension grado 1 [43]. Pacientes que consumen a diario
150 mL de leche fermentada tiene efecto de reduccion de la presién arterial, ademas
de disminuir los niveles de LDL circulando en sangre. Los beneficios sobre la presion
arterial se pueden observar hasta una semana luego de finalizada la intervencion [44].
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Sin embargo, otros estudios realizados administrando leches fermentadas con
altos contenidos de lactotripéptidos (IPP y VPP) no han encontrado los beneficios
anteriormente descritos [45]. Tampoco se observaron efectos significativos sobre los
niveles de angiotensina Il, glucemia, y la excreciéon de sodio y potasio, creatinina.

Por otro lado, se ha reportado en algunos estudios la accién hipotensora que
pueden tener ciertos tipos de bebidas lacteas similares al yogur. Un ensayo clinico
aleatorizado realizado para determinar el efecto del consumo 450 mL/dia de una
bebida lactea con S. thermophilus y L. delbrueckii, comparada con una bebida lactea
que ademas de tener S. thermophilus y L. delbrueckii fue enriquecida con L. rham-
nosus vs en adultos hipertensos. Ambas intervenciones fueron comparadas contra
un placebo de caracteristicas organolépticas similares [46]. Los autores reportaron el
efecto reductor sobre la presién arterial sistdlica en los participantes que recibieron
la bebida lactea comparada contra placebo, siendo esta mas notoria en el grupo que
recibio la bebida lactea con S. thermophilus, L. delbrueckii'y L. rhamnosus. Los autores
ademas reportaron una disminucién estadisticamente significativa en los niveles de
LDL en los grupos de intervencion comparados con placebo [46].

A su vez, la administraciéon de ciertos tipos de queso se ha asociado a una reduc-
cion de las cifras de tension arterial. Se realizd un estudio aleatorizado, doble ciego,
en Italia para evaluar el efecto del consumo diario de 30 g del queso Grana Padano en
la reduccion de la TA en individuos con HTA moderada [47]. Los autores encontraron
que el consumo a diario de queso Grana Padano tiene un efecto positivo en la reduc-
cion de la presion arterial en sujetos con HTA moderada. En promedio se redujo 3,5
mmHg de la presion arterial sistolicay 2,4 mmHg de la presion arterial diastolica (con
un valor p=0,0063 y p = 0,0065 respectivamente).

V. ALIMENTOS FERMENTADOS Y EXCESO DE PESO

La evidencia frente al consumo de ciertos alimentos fermentados y desenlaces en
salud como reduccion de peso o niveles de colesterol no es concluyente y diferentes
trabajos parecen mostrar resultados diferentes. Durante un estudio que incluyd 75
mujeres pre menopausicas con sobrepeso u obesidad entre los 25-45 anos, se admi-
nistro de forma aleatoria 200 mL de kéfir en dos porciones al dia y lo comparé contra
placebo [48]. Las diferencias entre los grupos frente al indice de masa corporal no
fueron significativas. No obstante, el grupo que recibié kefir presentd niveles de LDL
y colesterol total significativamente inferiores al grupo control (p=<0,005), tras ocho
semanas de consumo de 200 mL de kefir dos veces al dia [48].

La accién sobre el peso, indice masa corporal también ha sido reportada con la
administracién de productos de huevo fermentado. Un estudio aleatorizado, doble
ciego, se realizé para evaluar el efecto de reduccion de tejido adiposo visceral al con-
sumir diariamente clara de huevo fermentada [49]. La intervencioén iba dirigida a su-
jetos con sobrepeso y obesidad en Japon. El consumo de 200 mL de una bebida de
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clara fermentada con Lactobacillus acidophilus una vez al dia durante 12 semanas,
encontré una disminucion del area de tejido adiposo visceral, medida en TAC abdo-
minal, ademas de la cantidad de tejido adiposo visceral los niveles de colesterol total
y niveles de LDL oxidado.

V1. APROXIMACION AL IMPACTO ECONOMICO POTENCIAL DE LA PROMOCION
DEL CONSUMO DE CIERTOS ALIMENTOS FERMENTADOS SOBRE LOS SISTEMAS
DE SALUD PUBLICOS Y PRIVADOS

Hasta donde sabemos, no existen muchos estudios de economia de la salud acer-
ca de los alimentos fermentados. No obstante, los estudios adelantados en el campo
de los probidticos y el consumo de algunos lacteos enriquecidos con probidticos
podrian ser un espejo del impacto econémico.

Un estudio realizado en los Paises Bajos, Francia y Suecia que tenia como objetivo
evaluar el efecto de la administracién de productos lacteos sobre el riesgo de fractura
en pacientes con osteoporosis encontrd hallazgos interesantes. Para el caso de pre-
vencion de fracturas se encontrd que un incremento del consumo de lacteos hasta
llegar a 1.300 g/dia de calcio se traduciria en prevenir 2.600 fracturas de cadera al afio
en los tres paises, lo que redundaria en el beneficio de 7.883 afos de vida perdidos
menos, por discapacidad, en los tres paises. Esto significa un ahorro de 169 millones
de Euros al aflo sumando a los tres paises [50].

Otro de los escenarios es el relacionado a los alimentos adicionados con probidti-
cos o postbidticos debido al efecto que pueden tener estos en la reduccion de casos
de infecciones comunes en la infancia. Un estudio realizado en Francia que pretendia
evaluar el efecto econémico de la suplementacion con probiéticos en infecciones
respiratorias comunes, encontré que la suplementacion rutinaria con probidticos
reduciria 291.000 formulaciones de antibidticos y 581.000 dias de incapacidad por
enfermedad. El impacto econémico de los probiéticos sobre el ahorro en el sistema
de salud oscilaria entre 14,6 y 37,7 millones de Euros [51].

Finalmente, un estudio de simulacidon econémica que evalud el efecto de la suple-
mentacién con probidticos en Canada reportd que el uso de probidticos redujo los ca-
sos de administracion de antibioticos entre 52.000 y 84.000, ademas de disminuir los dias
de ausentismo laboral por enfermedad (entre 330.000 y 500.000 dias menos). El ahorro
para el sistema de salud fue estimado entre 1,3 y 8,9 millones de dolares canadienses y
entre 61,2y 99,7 millones dolares canadienses por pérdidas de productividad [52].

Desde esta perspectiva la administracion de probidticos vy lacteos fermentados
pudiera tener efectos beneficiosos no solo para los individuos sino para las econo-
mias y sistemas de salud. La inclusion de alimentos fermentados como via de admi-
nistracion de bacterias vivas con efectos biolégicos benéficos para el huésped podria
constituir una alternativa en un futuro cercano, reduciendo el uso de antibidticos, los
eventos adversos y el gasto de los sistemas de salud.
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RESUMEN

El arte de fermentar alimentos —en definitiva— es un poco como la
esencia misma de la cocina: tomar una materia prima, cruda y trans-
formarla en otra cosa, brillante, sabrosa. Es un proceso organico, com-
plejo, que depende de decenas de factores; eso es lo que lo vuelve tan
intrigante, misterioso y atractivo. Una comunidad de seres microsco-
picos transformando la materia organica en otra cosa, modificandola,
enalteciéndola, y haciendo brotar frutos inesperados. Pero también es
mucho mas que eso. Lo que en la cocina puede parecer un rasgo de
sofisticacion, en realidad es un proceso versatil, amplio, con un espectro
significativo de aplicaciones. Puede ser la manera de enaltecer el bou-
quet de un plato, pero también una herramienta. La fermentacién de
alimentos, bebidas, vegetales o carnes, es una actividad milenaria. Sin
embargo, todavia hay margen para la innovacion. Esta innovacion pue-
de conseguirse de muchas maneras: mezclando ingredientes que no
se han combinado antes, realizando procesos de coccidn o de prepara-
cién que nunca antes se ha aplicado sobre cierta materia prima, y hasta
trasladando alimentos desde una region a otra, para transformarlos y
acomodarlos a un nuevo clima.

Sin embargo, a pesar de toda su versatilidad, los habitantes de nues-
tra regién no son muy propensos al consumo de alimentos fermenta-
dos, salvo —quizas— algunas bebidas alcohdlicas y yogur. Pero este hecho
no es una ley: de a poco, la region estd empezando a hacerse fuerte en
ciertos alimentos a base de vegetales fermentados, como el kimchi, el
chucrut, los pickles o los encurtidos en salmuera.
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La fermentacién, o “cocina microbioldgica’, es el resultado de un en-
lace entre la ciencia y la gastronomia que hace décadas comenzo a for-
marse y dia a dia se fortalece. Esto, con la ayuda de paladares sensibles,
puede derivar en un cambio cultural, un cambio en nuestra relacion con
los alimentos que exceda a lo fermentado y que es una parte crucial
para todas las personas. La fermentacion gastrondmica es un labora-
torio cientifico que a la vez funciona de canal de divulgacion a través
de los clientes. jCuanto de lo que la ciencia facilita a los mas osados
cocineros fermentistas se refleja en las cocinas de los hogares! En este
capitulo se relatan algunas historias de vida, y explico por qué disfruto
sintiéndome un cientifico entre los cocineros y un verdadero cocinero
entre los cientificos.
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I. MARTIN Russo por MARTIN Russo

I.LA. EL CAMINO A LA COCINA

Con frecuencia, aparece la pregunta acerca de como es que una persona llega a
convertirse en cocinero. No es una pregunta facil de contestar, y seguramente hay
tantas respuestas como profesionales cocinando. De todas maneras hay algunos de-
nominadores comunes que pueden rastrearse en las cualidades de las personas que
luego dedicaran su vida a la cocina y, casi siempre, son caracteristicas que también
describen a los artistas prolificos. Saberlas no resuelve el interrogante, pero recono-
cerlas, ayuda. Una de esas cualidades, fundamental, es la paciencia. Y la otra, sin duda,
el orden. No es casualidad, probablemente, que el destino empuje a los pacientes
hacia el sutil arte de la fermentacién, un mundo que se caracteriza por los tiempos,
por la dedicacién, por la espera silenciosa y ordenada.

Mi primer encuentro con la cocina fue durante un viaje por Latinoamérica, que co-
menzd en abril del ano 2014. Junto con unos amigos, acondicionamos una camioneta
y salimos a recorrer paises, conocer gente y probar comidas, sin mas metas que las de
descubrir lugares nuevos y construir anécdotas. Decidimos que una buena manera de
subsistir durante el viaje, era vender comida. Vendiamos los panes rellenos que prepa-
rabamos con la receta de mi tia Brenda. Nos turnabamos para vender o cocinar, y asi
aprendf las ventajas y cualidades de estar de uno u otro lado del mostrador. La cocina,
durante esa aventura, fue como un amor de viaje: cambiante, fresco, con altibajos, y no
fue mas que eso. Un romance de vacaciones. Unas vacaciones que luego de un tiempo
mis companeros de ruta decidieron culminar. La separacion fue dificil, como también lo
fueron algunas rutas del sur del amazonas. Pero sentia una extrafia necesidad de seguir
mi viaje solo y no pude ignorarla. Buscando y buscandome, me encontré en Madre de
Dios, en una camionetita cargada de gallinas camino al Cusco.

Alli crecieron las primeras raices de lo que luego terminarian siendo los brotes de
lo que soy hoy. En Perl encontré trabajo de ayudante de cocina en un restoran de
cazuelas; de todos los trabajos que tuve allg, ese fue el mejor. Aunque no fuera lo que
buscaba, esa experiencia me dejé marcas indelebles. Una de ellas es que la comida, la
verdadera, la que estd saturada de aromas y sabores locales, no estd en los platos de
los restoranes, sino en la calle. Cada noche, en los puestos callejeros donde cenaba,
encontraba la identidad cultural y gastronomica de Per, lejos de las cartas en las
vidrieras de los grandes locales.

Apenas aparecieron los primeros ahorros, decidi sequir viaje, a dedo, hacia el inte-
rior de la provincia de Urubamba y Apurimac, con Alvaro —un compariero de trabajo—
y con Guachina, una perrita que nos empezd a seguir en Pisac. Un borracho en un
bar nos hablé del Paititi, unas ruinas incas aun sin descubrir, y por lo tanto, decidimos
comprar un par de libros fotocopiados sobre el tema e incursionarnos en su bulsque-
da. Los sinuosos y angostos senderos andinos nos llevaron a todos lados menos a esa
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ciudad perdida. En cambio, fuimos de la selva al altiplano varias veces, descubriendo
la cocina de altura, durmiendo en maizales, ruinas escondidas, amaneciendo entre
cultivos de papa y desayunando con campesinos, que en mas de una ocasion nos
acogieron y nos salvaron de fuertes tormentas, o nos detuvieron la marchay nos invi-
taron a acampar para evitar que nos encontraramos ascendiendo de noche.

La chicha, la coca, el San Pedro, el choclo, la papa, 170 km a pie y todas las mara-
villas andinas nos dejaron suficientemente satisfechos como para darle fin a nuestro
viaje, y decidi volver a la Argentina. Pero ya mi camino estaba decidido. Mi futuro
tenia que estar entre los cuchillos y los fuegos, donde la naturaleza se transforma en
cultura. Con el envion de la montafia me inscribf en un curso intensivo del Instituto
Argentino de Gastronomia, y empecé a trabajar como cocinero en un restoran de
comida Peruana. Ahi me dediqué a los panes rellenos, las cazuelas y luego estuve a
cargo de la barra de "tiraditos”de pescado de un restoran nuevo, trabajo que me durd
hasta que la clientela fue demasiada y mi velocidad insuficiente.

Al finalizar mis estudios en el IAG, me recomendaron para una beca, y unos meses
después , en marzo de 2016, estaba viajando al Pais Vasco a capacitarme en uno de
los restaurantes mas prestigiosos del mundo: Mugaritz.

Figura 1. La camioneta y los viajeros.

Compatieros de viaje: Santiago Bertin (adentro de la camioneta), Kevin De Fazio (sobre el techo) y
José Llambias. Martin Russo adelante, con la pelota.
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[.B. ORDEN Y DISCIPLINA; MUGARITZ

Mugaritz tiene multiples pisos, separados segun el tipo de trabajo, y los pasantes
rotan por las distintas secciones —denominadas “Partidas’— en el transcurso del afo,
perfeccionandose en cada una de las subdisciplinas que forman parte de la cocina.
Las partidas son divisiones practicas de espacios con personas asignadas, especializa-
das en tareas particulares. Fue una época de trabajo fuerte, con jornadas muy largas e
intensas, pasando por los sectores dedicados a la preparacion de carnes y pescados,
luego el despacho de platos, pasteleria y finalmente la innovacion, la Ultima parada.
Durante ese tiempo se trabajé con una disciplina rigurosa, con mucho orden, y silen-
cio. Quizas sea la disciplina otra cualidad para agregar a la lista, junto con el orden y
la paciencia.

Figura 2. Un dibujo que pinta la esencia de un dia de trabajo en Mugaritz.

De esa época perduran anécdotas divertidas, pero también ciertos momentos y
sensaciones que ahora, vistos en retrospectiva, quizas fueron bisagras en el camino.
Uno de ellos, es el deseo por aprender mas y mas cosas, que predominaba en el aire
de la cocina. Ahi donde se mirase, habia algo nuevo, raro, un ingrediente, un instru-
mento, y era imposible no querer saber qué era, para qué servia, y en qué platos podia
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usarse. Esa era una sensacién que no tenia desde aquellos ‘caminos incaicos”. Y saltan-
do de una maravilla en otra, aparecieron los fermentos. Los fermentos se destacaban
del resto de los ingredientes por ser materia viva, sustancia activa, la transformacion
en si misma, que —en definitiva— es la esencia de la cocina: transformacion. Comencé
a comprar libros sobre fermentacion, y a aprender todo lo que pude el tema —como
si me estuviera emprendiendo en un nuevo viaje en busca del Paititi- y mientras
transitaba por la Ultima parada en Mugaritz, la partida de Investigacion y Desarrollo
(I+D), noté que todos los fermentos eran preparados en distintas secciones. Que no
habia criterios unificados, que se producian algunas cosas de mas, y otras de menos,
y aparecié la idea de que unificar todos esos procesos podia ser una estrategia supe-
radora. Ese fue el origen de una nueva Seccion, en la que fui elegido para quedar a
cargo: Partida de Fermentaciones de Mugaritz.

Figura 3. Equipo de Investigacion y Desarrollo en Mugaritz.

Arriba: Martin Russo, Irene Compte, Juliana Farias Thorpe, Alvaro Velasco, Maria Fernanda Barriga,
Pedro Talavera. Abajo: Caio Barcellos, Ariadna Talero, Miquel Sarda, Andrés Felipe Ldpez Londorio,
Yordy Alhuay, Danitza Alpaca, Carlos Manresa, Ignacio Zuzulich.
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[.C. LA PARTIDA DE FERMENTOS

Todos los desafios son importantes, pero quizés ese fue un pilar profesional. Para
armar una Partida nueva, fue necesario hacer todo: buscar espacio, acondicionarlo,
desarrollar las técnicas y procedimientos, acopiar contenedores, instrumentos y ma-
terial de cocina e identificar las mejores materias primas. También fue necesario resol-
ver toda clase de problemas, como poner estantes, 0 ajustar una puerta rebelde. Fue
un tiempo fértil, en que todo lo sembrado daba sus frutos: el orden, para organizar el
espacio de trabajo de manera Util e higiénica —una clave fundamental—, la paciencia,
para aprender de los errores y esperar a los tiempos naturales de la fermentacion, y
esa cuota de disciplina necesaria para conseguir buenos resultados.

Ramon Perise, del departamento de 4D, fue mi guia, y predijo que una vez que
todos los fermentos comenzaran a trabajar, se formaria una especie de simbiosis en-
tre todos los tipos distintos de microorganismos. La Partida de Fermentos fue crecien-
do de a poco, como un solo organismo con sus distintas partes. Los Jefes de Cocina
estaban contentos, y cada semana salian de la Partida mas y mejores productos, es-
tables y sabrosos. Era un tiempo de crecimiento constante, pero que —como todas
las etapas— también tenfa que terminar. El traspaso de las tareas de fermentacion se
presentd como un ultimo y enorme desafio, porque cada vez que los fermentos pa-
saban de mano, caia la calidad, se contaminaban, o simplemente dejaban de crecer.
Pero con la conviccion de que una buena instruccion, buenos protocolos y un sector
ordenado, tenfan que garantizar la continuidad de los productos, los fermentos casi
“ni se enteraron”del cambio. Kenzo Hirose, un colega boliviano del que tuve la suerte
de aprender muchisimo, quedd a cargo. Hicimos un solapamiento de roles de dos
semanas para evitar ejercer un cambio brusco de contexto a los microorganismos de
la partida, y todo funciono perfectamente. Es que uno mismo —terminé descubrien-
do- es una parte vital del ecosistema de los fermentos que manipula.

De regreso en Buenos Aires, en mayo de 2017, consegui trabajo primero en 1000
Rosa Negra, un restordn de muchisimos cubiertos, una cocina grande perfectamente
dirigida, y luego en la cocina de una prestigiosa cocinera local: Narda Lepes. Fue tiem-
po de asentar ideas y adaptarlas, la oportunidad de desarrollar todo lo capitalizado;
los viajes, el andar, el aprendizaje, la organizacién de nuevos proyectos, todo combi-
nado en un nuevo espacio.

Il. LOS ALIMENTOS FERMENTADOS, AQUi Y AHORA

[ILA. ; QUE IMPLICA FERMENTAR ALIMENTOS?

Fermentar alimentos es un poco como la esencia misma de la cocina: tomar una
materia prima, rica, cruda, o directamente “bruta’, y transformarla en otra cosa, brillante,

sabrosa. Es un proceso que sucede naturalmente hace millones de afos, pero —como
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el fuego- lo que la hace "humana”es el control que puede ejercerse sobre ella. Es una
transformacion muy distinta a la que producen las altas temperaturas, ya que es una
manera de desnaturalizar alimentos sin quemar con la brasa, la llama o el aceite caliente,
sino favorecer la vida con frascos, trampas de aire y limpieza. Estas diferencias se notan
en los perfumes caracteristicos de cada producto, cuando se desarrollan las texturas y
los potentes o sutiles sabores de la fermentacion. Es un proceso organico, complejo,
que depende de decenas de factores; eso es lo que lo vuelve tan intrigante, misterioso
y atractivo. Una comunidad de seres microscopicos transformando la materia organica
en otra cosa, modificAndola, enalteciéndola, y haciendo brotar frutos inesperados.

Pero la fermentacion es mucho mas que eso. Lo que en la cocina puede parecer un
rasgo de sofisticacion, en realidad es un proceso versatil, amplio, con un espectro signi-
ficativo de aplicaciones. Puede ser la manera de enaltecer el bouguet de un plato, pero
también una herramienta. Por eso, fermentar es, en definitiva, un acto politico, porque
es un proceso que puede utilizarse para preservar alimentos durante mucho tiempo.
El problema es que incluso algunos productores de alimentos todavia no conocen las
técnicas de fermentacion, como si fueran un tabu. Definitivamente, son herramientas
que deben conocerse, de manera que —a modo de ejemplo— un trabajador de la tierra
que produzca repollo no se vea obligado a ceder al precio de venta que el mercado le
impone, a veces al costo, sino que tenga la alternativa de transformarlo en chucrut. Los
alimentos fermentados se pueden conservar un montén de tiempo. Entonces, jcudl es
el obstaculo? Para poder preparar y distribuir alimentos fermentados, todavia hay que
superar una cierta cantidad de mitos, como la creencia de que lo fermentado es podri-
do, o que en todos los fermentos hay microorganismos probidticos. Ademas, hay de-
masiada gente intentando vender alimentos fermentados crudos, sin pasteurizar. Hoy,
un chucrut que fermentd y no tuvo proceso de pasteurizacion, no puede ser comer-
cializado legalmente, porque es una fermentacion salvaje y —por lo tanto—- no sabemos
exactamente qué microorganismos tiene. No es lo mismo cuando se realiza una inocu-
lacion controlada. Seguramente en este y otros libros, iremos encontrando ideas acerca
de como acercar a la poblacion alimentos fermentados de altisima calidad —como el
chucrut, o los kimchis de la comunidad coreana- de manera segura, saludable y de
acuerdo a las reglamentaciones sanitarias vigentes.

I.B. ; QUE ALIMENTOS FERMENTADOS SE CONSUMEN EN LA ARGENTINA, Y EN
LA REGION?

Desde sus inicios la fermentacion estuvo plenamente ligada a lo sensorial. Como
ejemplos de esto, pueden citarse algunas preparaciones que se hacian en Mugaritz,
exodticas, como preparar una madre de kombucha que luego se comia como si fuera
una frutilla. Era un show permanente de emociones, buenas y malas; era la vanguar-
dia de la gastronomia. Pero con el tiempo empezaron a aparecer las preguntas, la cu-
riosidad, y la fermentacion se destacaba como lo mas osado que se estaba haciendo
Mugaritz en ese momento. En ese momento, la fermentacién ya era una tendencia
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global; todos los grandes restaurantes estaban ya empezando a producir sus propios
alimentos fermentados.

Cuando se habla de los fermentos propios, una pregunta que surge casi natural-
mente, es aquella de jqué fermentos consumimos en el Cono Sur? jQué se fermenta
enestaregion? La respuesta es cultural,y depende mucho de la subregion. Mas alla del
pan, que es un alimento fermentado casi universal, la raiz inmigrante de la poblacién
de paises como la Argentina, hace que haya poca identidad cultural gastronémica,
por fuera de las milanesas y las empanadas. No hay, en la Argentina, una identidad
gastronémica como la que hay en Perl —por ejemplo- que no tiene nada que en-
vidiar a la tradicion fermentadora de Japdn o Francia. Estos paises han heredado el
conocimiento milenario de los habitantes asentados, que tenian que rebuscérselas
para conservar sus alimentos. En Per, a diferencia de la Argentina, hay montones de
fermentos, sobre todo bebidas, como la chicha —una bebida a base de maiz fermen-
tado-y el masato, entre otros, que es un producto preparado a partir de la mandioca.
En nuestro pafs, los principales alimentos fermentados no alcohdlicos que se consu-
men son, en realidad, bebidas. Se trata del yogur, que todos conocemos, la kombu-
chay el kefir de agua. La kombucha es un té fermentado, preparado con un proceso
muy similar al del vinagre, solo que la alcoholizacion y la acetizacion suceden simul-
tdneamente. En vez de alcoholizar primeroy acetizar después, en la kombucha lo que
se hace es agregar una madre fermentada por SCOBY (siglas en inglés para symbiotic
culture of bacteria and yeast, que significa “cultivo simbiotico de bacterias y levaduras”)
a unté azucarado, y lo que ocurre es la transformacion del aztcar del té en alcohol. En
ese mismo paso, las bacterias acéticas transforman ese alcohol en acido acético. Se
trata de una fermentacion aerdbica, lo que significa que la preparacion debe hacerse
tapandola solamente con un pafno, para que el oxigeno del aire llegue hasta los mi-
croorganismos. La kombucha se toma fria, con o sin gas, dependiendo de si se lo quie-
re cerrar en una botella o no, y resulta una bebida muy refrescante, como un jugo, con
muy poco alcohol. Por su parte, el kefir de agua es —al igual que el kefir de leche— una
bebida fermentada que se produce utilizando una comunidad microbiana compleja
como iniciador de la fermentacién, algo muy similar a lo que ocurre con la kombu-
cha, y distinto del chucrut o el kimchi, en los que la fermentacion es espontanea.
Los habitantes de esta regién no son muy propensos al consumo de vegetales fer-
mentados, mas que nada a causa de la falta de costumbre a su aspecto, y a su fuerte
olor. No es una ley: de a poco, la regién estd empezando a hacerse fuerte en ciertos
alimentos a base de vegetales fermentados, como el kimchi, el chucrut, los pickles o
los encurtidos en salmuera. Los pickles de zanahoria son un ejemplo paradigmatico
de la falta de costumbre a los alimentos fermentados: al colocar mini-zanahorias en
salmuera, luego de dos semanas de fermentacion, se obtiene un producto de una
acidez sutil, una textura intacta, y de un sabor maravilloso; puestos en el plato, la gen-
te los devoray tienen un aspecto muy elegante. Pero tras bambalinas, el proceso con-
siste en dejar que las zanahorias fermenten en un frasco, con un guante a modo de
trampa de aire, una realidad bastante menos elegante que lo que podria suponerse.
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Figura 4. Repollos enteros fermentados.

I1.C. EN BUSCA DE LA VANGUARDIA DE LA FERMENTACION

La fermentacion de alimentos, bebidas, vegetales o carnes, es una actividad mile-
naria. Sin embargo, todavia hay margen para la innovacion. Innovar es, en definitiva,
realizar una tarea introduciendo novedades, y eso puede conseguirse de muchas ma-
neras. Mezclar ingredientes que no se han combinado antes, podria ser un ejemplo,
como también lo es un proceso de coccion o preparacion que nunca antes se ha apli-
cado sobre cierta materia prima. Pero también hay innovacién en trasladar alimentos
desde una region hasta otra, para transformarlos y acomodarlos a un nuevo clima.

La vanguardia de la fermentacion tiene ejemplos de todas estas formas de inno-
vacion, siempre en la busqueda de nuevas texturas y sabores. Por ejemplo, tuve la
suerte de probar una elaboracion innovadora en Narda Comedor cuando, unos co-
legas peruanos de Mo Bistro, trajeron masato madurado y lo mezclaron con un puré
de papas. El resultado fue un puré con un potente sabor a queso, aunque no tuviera
ni un gramo de lacteos. Eso era vanguardia, a pesar de que ni el puré ni el propio
masato lo fueran; aunque el fermento en si no lo sea, la manera de usarlo puede
que sea vanguardista. Un vivo ejemplo de esto son las maduraciones de carnes de
pescado o vaca con koji —un fermento caracteristico de Japdn—, porque dificilmente
lo haga nadie en Japodn. El koji es el moho que crece en el arroz, conocido como
Aspergillus oryzae, que se usa para hacer el sake. Si en lugar de poner el arroz fermen-
tado en agua, se adoba una carne como si fuera una milanesay se la deja reposar dos
dfas en frio, las enzimas del Aspergillus hacen madurar la carne muy rapidamente y
transforman completamente el sabor. El resultado es una carne con una textura muy
diferente, mas blanda y mas dulzona. Son carnes que, a la hora de sellarlas, toman un
color negro, de caramelizacion, mucho mas rapidamente que cuando estan frescas.
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Entonces, jes innovacion eso? La respuesta tiene mucho que ver con el contexto,
porque poner masato en Europa quizas sea vanguardista, pero en el Amazonas no.
Hay un factor clave en la descontextualizacion, como lo que se hacfa en Mugaritz con
el hongo que crece en el queso Roquefort (Penicillium roqueforti); se aisl6 el hongo
del queso y se lo puso a otro producto que jamas se come fermentado por mohos:
una manzana. Con los estos microorganismos se hacia mucho ese proceso: hacerlos
crecer en un alimento y usarlos en otro. Por ejemplo el tempeh, que es un moho
de Rizopus tipico en los alrededores del Mar de Java, se prepara haciendo fermentar
porotos, generando un bloque que luego se corta y sella a la sartén, y es muy famo-
SO por ser un sustituto de la carne para los veganos. La innovacion fue trasladarlo a
una gelatina de kiwi y hacerle crecer los pelitos. Parecia que tenfa plumas, porque le
quedaban como unos pelos largos de tempeh, y era como un kiwi. Era un verdadero
juego de palabras: kiwi fruto / kiwi ave, con sus plumas. Otro ejemplo de esta des-
contextualizacion puede ser la preparacion de un kimchi de frutas, poniendo anandy
cascara de sandfa en salmuera. Aunque el sentido comun haga pensar que las frutas
se van a ablandar, lo que ocurre al cabo de la fermentacion, es que las frutas quedan
con una textura impecables, conservando cada fruta su propio sabor.

No puede dejar de mencionarse aquella que no programamos, aquella que sim-
plemente ocurre, la que denominamos serendipia. Y en ese sentido, la fermentacién
es un proceso ideal, porque a lo largo del tiempo las materias primas se transforman
de manera significativa e imprevista; y mas todavia si uno olvida los fermentos por
anos. Una hidromiel de guayaba de sabor mediocre se volvid una bebida exquisita
después de dos anos de olvido en un estante. Allf la inteligencia no fue prepararla,
sino simplemente no tirarla.

Figura 5. Manzanas fermentadas y vinos botritizados.

Manzana fermentada con Penicillium, rellena de mermelada de naranja y especias. Los vinos son
botritizados que recuerdan ala naranjay a especias.
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[I.D. LA ESTANDARIZACION COMO META

Una de las cualidades principales de la produccién de alimentos fermentados, es
su caracter artesanal. Eso es un atributo magnifico, pues cada producto es Unico.
Pero a la vez, conspira un poco contra la distribucion de esos alimentos, y su circula-
cion ahi por donde todavia no han llegado. En el fondo, la estandarizacién en la pro-
duccién de alimentos fermentados, no deja de ser en si misma un rasgo innovador.

Por eso, identificar los pasos mas variables del proceso de produccion de alimen-
tos fermentados, es un aspecto crucial de la investigacion en el tema. La identifi-
cacion de los microorganismos responsables de la fermentacion en cada etapa de
produccion permite corregir las fuentes de variabilidad —como los microorganismos
nativos de las cascaras, el ambiente y hasta la saliva de quien los prepara— por indcu-
los controlados, como son los denominados cultivos iniciadores. Asi, es posible —por
ejemplo— preparar chicha —una bebida que comienza con la fermentacion de una
masa de maiz“masticado’- empleando un cultivo iniciador conteniendo solo levadu-
ra de cerveza de algun tipo. En ese mismo sentido, la identificacién de los microorga-
nismos responsables de cada fermentacién también permite su reemplazo por cepas
de microorganismos locales, adaptados a las condiciones medio-ambientales de la
region. La produccion de sake, por caso, depende de un primer paso de produccion
de kome koji, que es ese arroz en el que el Aspergillus liberd sus enzimas, y luego
hacen falta una nueva tanda de arroz cocido, agua y una levadura. Esta levadura, que
fermenta las cadenas de almidén liberadas por el hongo, es originalmente una cepa
de levadura japonesa, tal como se describe con detalle y profundidad en el Capitulo
3 de este libro, escrito por el Dr. Aikihito Endo. Pero para producir una versién local
del sake, estandarizada, pueden probarse otras levaduras, como las de cerveza, las de
sidra, las de champagney por qué no con la S. eubayanus del Ipatec.

Mas alld de la falta de estandarizacion y reproducibilidad de los alimentos fer-
mentados artesanalmente, el principal enemigo es la contaminacién. Los restauran-
tes son espacios en los que la asepsia es dificil de conseguir y preservar. Siempre
hay mucho movimiento de cosas; se mueven cajas, frascos, estantes, llega un nuevo
pedido de cajas de vino y hay que acomodarlas, y para la produccion de fermen-
tos ese movimiento implica un riesgo, y —en consecuencia— una lucha permanente.
Afortunadamente, y sobre todo en las bebidas, las contaminaciones son relativamen-
te faciles de identificar. Las bebidas fermentadas tienen sabores y aromas sutiles, y
—por lo tanto- es sencillo saber cudndo estan alteradas. Por el contrario, los vegetales
fermentados tienen sabores fuertes, 4cidos, salados y picantes, que enmascaran otros
sabores ocultos, como el de una contaminacion. Pero no es nada que la experiencia
no pueda resolver, pues inevitablemente, cuando un vegetal fermentado se conta-
mina, aparece un sabor a carton caracteristico, una especie de astringencia particular
que lo delata. Esa vigilancia es fundamental, porque apenas aparece un atisbo de
duda, el alimento debe ser descartado.

406



MARTIN Russo

I1l. LAS FRONTERAS: INVESTIGACION Y FUTURO DE LA FERMENTACION
GASTRONOMICA

La percepcién acerca de qué alimentos fermentados consume la gente en la re-
gion no deberfa limitar las perspectivas ni los procesos investigativos. Siempre sera
util traer fermentos e ideas de afuera, y sequir haciendo combinaciones novedosas,
tomando el fermento de un alimento, y usandolo para fermentar otro. Pero, ;con qué
criterio? ;Como elegir sobre qué indagar?

Definitivamente, la curiosidad es el motor principal. Las caracteristicas de cada
microorganismo, sus afinidades, sus capacidades, dan mucha idea de aquellos ali-
mentos en los que podria crecer y desarrollarse. Después, queda intentar imaginar
qué efectos podria provocar en los alimentos, y al fin, pensar qué platos o qué elabo-
raciones podrian hacerse a partir de ese alimento fermentado, o a partir de una téc-
nica de fermentacion. Allf, el conocimiento esté antes de la necesidad del alimento
fermentado.

No obstante, hay casos en los que la necesidad esta antes, cronoldgicamente ha-
blando, como cuando un cocinero tiene una urgencia por resolver un problema, y la
fermentacion aparece como herramienta y respuesta. Un ejemplo de esto fue la vez
en que un cocinero necesitaba preparar un puré fermentado de maiz dulce para una
prueba de carta, en menos de 48 hs (tiempo ridiculamente corto para los ciclos de
la fermentacion salvaje) y la solucion termind apareciendo de la mano de la reinocu-
lacion, agregéndole unas cucharadas de yogur de bufala a granos de maiz cocidos
al vapor, dentro de un roner (un circulador de agua) a 43°C. Luego de 8 horas, ya
era un yogur de maiz, que procesado tenia textura de puré, sabor a choclo cremoso
y fermentado. También, al ser la fermentacion una manera de preservacion, es una
excelente herramienta para almacenar productos o incluso para reciclarlos, como es
el caso de los vinos abiertos convertidos en vinagre.

La fermentacion, o cocina microbioldgica, es el resultado de un enlace en-
tre la ciencia y la gastronomia que hace décadas comenzd a formarse y dia a
dia se fortalece. Esto, con la ayuda de paladares sensibles, puede derivar en un
cambio cultural, un cambio en nuestra relacion con los alimentos que exce-
da a lo fermentado y que es una parte crucial para todas las personas. La fer-
mentacion gastronémica es un laboratorio cientifico que a la vez funciona de
canal de divulgacién a través de los clientes. jCuanto de lo que la ciencia facilita
a los mas osados cocineros fermentistas se refleja en las cocinas de los hogares!
Es este necesario intercambio entre gastronomia y ciencia el que me hace sentir un
cientifico entre los cocineros y un verdadero cocinero entre los cientificos.
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