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Resumen

El metabolismo oxidativo genera radicales libres y especies reactivas del oxigeno,
cuyo exceso puede inducir estrés oxidativo, donde las especies reactivas sobrepasan el sistema
de defensa antioxidante del organismo y afectan a las células por interaccion con sus
biomoléculas. Para mantener un balance entre la generacion y la neutralizacion de los radicales
libres, es fundamental la ingesta de antioxidantes dietarios que refuercen el sistema enddgeno
de proteccidn y permitan controlar el estrés oxidativo. Las principales fuentes de antioxidantes
son las frutas, verduras, cereales, legumbres y semillas. Las nuevas tendencias dietarias como
el vegetarianismo, veganismo y flexitarianismo, y la creciente evidencia cientifica de que
determinados componentes de los alimentos favorecen la salud y el bienestar del organismo
estan impulsando una popularizacion de las bebidas vegetales, que son buenos vehiculos para
el agregado de cultivos microbioldgicos para producir bebidas fermentadas, pudiendo
incluirse probidticos. Estos microorganismos confieren efectos beneficiosos para la salud
cuando se ingieren en cantidades adecuadas, y estd demostrado que tienen propiedades
antioxidantes. De esta manera, la fermentacion de las bebidas presenta un sinergismo entre el
producto y el microorganismo ya que permite potenciar las propiedades antioxidantes del
producto final. En este trabajo se evaluo y caracterizaron los niveles y capacidad antioxidante
antioxidante de una nueva bebida fermentada en base vegetal de soja adicionada con
probidticos, en los diferentes estadios de produccion. Los productos fueron desarrollados en
la planta piloto de elaboracion de lacteos de la empresa Novonesis, en UADE. En la
formulacion, se utilizd un preparado de soja en base acuosa al que se fermentd con tres
combinaciones de cultivos diferentes: F-DVS VEGA™ CLASSIC (S. thermophilus y L.
bulgaricus), F-DVS VEGA™ NuTrish® BY-101 (S. thermophilus, L. bulgaricus, y la cepa
probidtica Bifidobacterium BB-12%) y F-DVS VEGA™ NuTrish® GY-101 (S. thermophilus,
L. bulgaricus y la cepa probiodtica L. rhamnosus LGG®). Una porcion de cada muestra fue
sometida a una post-pasteurizacion para evaluar los efectos de este tratamiento sobre la
capacidad antioxidante del producto final. Para evaluar la capacidad antioxidante, se
extrajeron las muestras con metanol al 80% (v/v) y se llevaron a cabo tres ensayos: Folin-
Ciocalteu, inhibicion del radical DPPH e inhibicion del radical ABTS. Estos mismos ensayos

se aplicaron a dos muestras de productos existentes en el mercado, uno con base de coco y
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otro con base de almendras. Los resultados arrojaron que los cultivos microbianos utilizados
aumentan los niveles de antioxidantes presentes en el producto final, siendo las muestras con
probioticos las que mayor capacidad antioxidante presentaron. A su vez, se observo que
presentaron una capacidad antioxidante significativamente superior a los productos ya
existentes en el mercado. De esta manera, el producto elaborado por Novonesis, se destaca por
sus propiedades antioxidantes, lo que puede sentar la base para continuar desarrollando el
producto y avanzar hacia su futura comercializacion. El desarrollo de este PFI estd incluido
dentro del proyecto de investigacion codigo P21TO5 a cargo del Dr. Santiago Elias Charif
(PhD-UBA, CONICET, INTEC-UADE).
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Abstract

Oxidative metabolism generates free radicals and reactive oxygen species, excess of
which can induce oxidative stress. These reactive species overwhelm the body's antioxidant
defense system and affect cells by interacting with their biomolecules. To maintain a balance
between the generation and neutralization of free radicals, it is essential to ingest dietary
antioxidants that strengthen the endogenous protection system and control oxidative stress.
The main sources of antioxidants are fruits, vegetables, grains, legumes, and seeds. New
dietary trends such as vegetarianism, veganism, and flexitarianism, and the growing scientific
evidence that certain food components promote health and well-being, are driving the
popularity of plant-based beverages. These are good vehicles for the addition of
microbiological cultures to produce fermented beverages, which can also include probiotics.
These microorganisms confer beneficial effects on health when ingested in adequate amounts
and have proven antioxidant properties. Thus, beverage fermentation presents a synergism
between the product and the microorganism, allowing the antioxidant properties of the final
product to be enhanced. This study evaluated and characterized the antioxidant levels and
capacity of a new plant-based fermented soy beverage with probiotics added at different stages
of production. The products were developed at the Novonesis dairy production pilot plant in
UADE. The formulation involved a water-based soybean preparation fermented with three
different culture combinations: F-DVS VEGA™ CLASSIC (S. thermophilus and L.
bulgaricus), F-DVS VEGA™ NuTrish® BY-101 (S. thermophilus, L. bulgaricus, and the
probiotic strain Bifidobacterium BB-12®), and F-DVS VEGA™ NuTrish® GY-101 (S.
thermophilus, L. bulgaricus, and the probiotic strain L. rhamnosus LGG®). A portion of each
sample was post-pasteurized to evaluate the effects of this treatment on the antioxidant
capacity of the final product. To assess the antioxidant capacity, samples were extracted with
80% (v/v) methanol and three assays were performed: Folin-Ciocalteu, DPPH radical
inhibition, and ABTS radical inhibition. These same tests were applied to two samples of
existing products on the market, one coconut-based and the other almond-based. The results
showed that the microbial cultures used increased the levels of antioxidants present in the final
product, with the samples containing probiotics showing the highest antioxidant capacity.

Furthermore, they were observed to have significantly higher antioxidant capacity than
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products already on the market. Thus, the product produced by Novonesis stands out for its
antioxidant properties, which may lay the groundwork for further product development and
progress toward future commercialization. The development of this PFI is included in the
research project code P21TO05, led by Dr. Santiago Elias Charif (PhD-UBA, CONICET,
INTEC-UADE).
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1. INTRODUCCION

El concepto de “alimentos funcionales” fue introducido por primera vez en Japon
durante la década de 1980 y plantea que los alimentos no solo desempefian una funcion
nutricional, sino también como un factor contribuyente al bienestar fisico y mental del
individuo, colaborando en la prevenciéon y reduccion de factores de riesgo responsables de
enfermedades mediante el potenciamiento de ciertas funciones biologicas en el organismo (De
Sousa et al, 2011). Este tipo de alimentos contienen los denominados “nutraceuticos’:
sustancias quimicas que fueron demostrando a través de diversos estudios capacidad de ejercer
efectos metabolicos y fisiologicos beneficiosos en la salud. Los mismos son de fuentes
vegetales o animales, y se desempeiian como agentes reguladores del metabolismo lipidico,
agentes antinflamatorios e inmuno-reguladores, agentes osteogénicos, anticancerigenos o
antioxidantes (Al Sheraji et al, 2013; Ascension y Aguilera Garca et al, 2007).

Por otra parte, luego de la pandemia de COVID-19 del ano 2019, las personas
comenzaron a elegir los alimentos que ademas de sus propiedades nutricionales, les provean
beneficios a su salud y su bienestar. Es por esto que la industria estd buscando incorporar
nutracéuticos dentro de sus productos, promocionandolos a través de “CLAIMS”: expresiones
o representaciones que afirman que el alimento posee propiedades nutricionales particulares.

A su vez, hubo un aumento en la tendencia de dietas veganas y vegetarianas que buscan
un cambio en la alimentacion y modo de vida, reduciendo el consumo de productos de origen
animal, ya sea por una cuestion de cuidado medioambiental, ética y/o por una cuestion de
salud. A partir de ello, la industria alimenticia comenzé a producir bebidas en base a plantas
como sustituto de la leche animal. De esta manera, empezaron a surgir en el mercado bebidas
vegetales a base de soja, almendras, castafas, arroz, mani, entre otras.

Considerando el auge de este tipo de bebidas, la empresa Novonesis desarrollé un
producto fermentado de base vegetal de soja con el agregado de probioticos, y el presente
evaluo la capacidad antioxidante en diferentes etapas y formatos de su elaboracion. Para poder
lograrlo, se determino el contenido total de fenoles (empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu)
y la capacidad antioxidante (determinacion espectrofotométrica de la capacidad de inhibicion
de los radicales DPPH y ABTS). El primer ensayo cuantifica el contenido total de fenoles (una

gran familia de antoxidantes de origen vegetal) y los dos ultimos métodos dan cuenta la
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capacidad de la muestra de inhibir la accion de un agente oxidante. Con ello, se caracteriz6 el
producto y se estimaron parametros de poder antioxidante que podrian contribuir a sostener
con evidencia cientifica los potenciales beneficios del producto, ddndole un impulso para su

promocion y desarrollo.

2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Radicales libres, especies reactivas y estrés

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que poseen un electrén
desapareado, haciéndolos altamente reactivos. Por lo que, para alcanzar la estabilidad
electroquimica tienden a captar electrones de otras moléculas estables cercanas, haciendo que
estas ultimas queden con un electron desapareado, provocando un deterioro de su
estructura. Sin embargo, forman una parte vital a nivel biologico dentro del cuerpo humano,
teniendo papeles importantes en reacciones de degradacion de proteinas y de defensa contra
infecciones por bacterias o virus (Elejalde, 2001). Los mismos también forman parte de la
sefializacion celular e inducen la diferenciacion celular y la apoptosis (Rizzo ef al/, 2010). Las
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) son moléculas oxidantes
radicales o no, pero que se pueden convertir facilmente en radicales (Tabla I). Entre ellas se
encuentran el oxigeno molecular (O2), que a su vez puede originar el anion superoxido (O2-)
el cual puede dismutar a peroxido de hidrogeno (H20,). Este, en presencia de metales de
transicion, puede producir el radical hidroxilo (OH), de larga vida y altamente reactivo con el
medio en el que se encuentra (Avello, 2006). El origen de estas moléculas es variado. Por un
lado, el metabolismo mismo de la mitocondria genera ROS durante el proceso de respiracion
aerobica (Bottje, 2018). Otra de las causas de su produccion es la ineficiencia dentro de la
cadena respiratoria, puesto que los diferentes complejos de la cadena respiratoria pueden sufrir
el llamado “electron leak”, donde los electrones que estan en la cadena de transporte salen de
¢ésta antes de llegar al ultimo complejo para interactuar con el oxigeno reducido y formar agua.
Los electrones “rebeldes” luego interactiian con el oxigeno del medio para formar superéxido
(Jastroch et al, 2010). Por otro lado, el acido hipocloroso proviene de la reaccion entre el H,O»
y el i6n cloro Cl- dentro de neutréfilos activados, catalizada por la enzima mieloperoxidasa.

Esta molécula es un fuerte oxidante que interactiia con proteinas inhibidoras de proteasas
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(Sanchez, 2005). Un segundo grupo de especies reactivas estd compuesto por el 6xido nitrico
(NOe) y sus derivados, denominados especies reactivas del nitrogeno (RNS, por sus siglas en
inglés) (Tabla II). E1 NO« es una importante molécula involucrada en transmisiones sinapticas
y la relajacion del musculo esquelético, pero al mismo tiempo puede interactuar de manera
perjudicial con el O2- en una reaccion enzimatica que forma peroxinitrito (ONOO-), molécula
capaz de interactuar y generar dafios en la pared celular. Otras reacciones pueden generar
nitroxilos (HNO), el cation nitrosonio (NOs3*), nitrosotioles (RSNO3) o complejos hierro-

dinitrosilo (Martinez y Andriantsitohaina, 2009).

TABLA 1. Especies reactivas del oxigeno. Extraido de Sanchez, 2005.

Nombre Formula Formacion
Anidn superoxido (0730 Reduccion del O2
Radical hidroxilo -OH Mediante la reaccion de Fenton con Oz y

H>0O»

Intermediarios de la peroxidacion de

Radicales peroxilo y alcoxilo RO;RO- lipidos

Peroxido de hidrogeno H>0> Dismutacion del O+ -

TABLA 11. Especies reactivas del nitrégeno. Extraido de Martinez y Andriantsitohaina
(2009).

Nombre Formula Formacion
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Tridxido de dinitrégeno N203 NO* + 0,

Oxido nitrico NO - Brodumdo por la enzima 6xido nitrico
sintasa

Nitrico NO;”~ Derivado de NO-

Dioxido de nitrégeno NO; * Derivado de la descomposicion de ONOO-

Y Derivado de la descomposicion de
+

Cation nitronio NO2 ONOOCO,

Cation nitrosonio NO* Derivado de NO-

Anio6n nitrosoperoxicarbonato  ONOOCO2  ONOO ~ + CO,

Nitroxilo HNO Producto de la reduccion de NO-

Cloruro de nitrilo Cl- NO2 NO,+ HOCI

Peroxinitrito ONOO" NO * + Oy

S-nitrosotioles RSNOs Por 'ad1c1on ciov.alente de un grupo NO- a
un tiol/ sulthidrilo

Tetradxido de nitrégeno N204 Oxidacion de NO»

Los radicales libres también pueden provenir o generarse a partir de fuentes exdgenas
como la exposicion a contaminantes ambientales, quimicos en pinturas o pegamento,
radiaciones ionizantes o dietas muy altas en grasas o en ultraprocesados. El problema radica
cuando se provoca un desbalance entre la velocidad de formacion de estas especies y su
neutralizacion por el sistema antioxidante propio del organismo (Delgado Olivares, 2010).
Cuando el contenido intracelular prolongado de dichas especies sobrepasa los niveles y
capacidades de defensa antioxidante celulares se produce el estrés oxidativo o nitrosativo, el

cual conlleva al dafio en biomoléculas. Por ejemplo, los radicales libres oxidan aminoacidos,
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causando dafios en la estructura y en la actividad y la funcionalidad de las proteinas, alterando
la actividad hormonal y enzimadtica, el transporte de iones, y aumentando la sensibilidad a la
degradacion proteolitica. También, oxidan a los acidos grasos poliinsaturados provocando
cambios estructurales en la membrana celular. A nivel del ADN, el anién hidroxilo provoca la
liberacion de bases nitrogenadas unidas a la desoxirribosa. Y a nivel del ARN, se pueden

generar errores en el proceso de transcripcion y traduccion (Avello, 2006).

2.2. Antioxidantes

Como se menciond anteriormente, los radicales libres estan integrados en los procesos
bioldgicos de las células, pero su exceso puede inducir el estrés oxidativo, llevando al dafio y
muerte celular, y aumentando el riesgo de ciertas patologias. Los organismos mantienen
limitados los niveles de estos agentes a través de las moléculas antioxidantes, que se encargan
de buscar y neutralizar los radicales libres y asi mantener la homeostasis general (Polsjak ef
al, 2013). Los antioxidantes son sustancias quimicas que interactian con los radicales libres y
los neutralizan o ralentizan su formacion. Actlian aportando los electrones necesarios para
estabilizar los radicales libres, de manera que no busquen estabilizarse con las biomoléculas y
asi no se genere un dafio al organismo. Los antioxidantes pueden diferenciarse en dos grupos
distintos: los endogenos, tales como los sistemas enzimaticos de defensa y sustancias
buscadoras (scavengers, en inglés), y los exdgenos, que son incorporados a través de la dieta
usual del individuo, como por ejemplo las vitaminas y otros fitoquimicos como los
carotenoides y polifenoles (Laurin et a/, 2003).

Para mitigar el estrés oxidativo generado por los radicales libres, el organismo posee
4 lineas de defensa. La primera linea de defensa consiste en antioxidantes que previenen los
procesos oxidativos, neutralizando cualquier radical libre que pueda inducir la produccion de
otros radicales u otras sustancias quimicas que potencialmente puedan convertirse en radicales
libres. Estas moléculas se pueden dividir en 2 grupos: las enzimaticas y las no enzimaticas.

Las enzimaticas se encargan de la estabilizacion de los ROS mediante reacciones
redox. La enzima superéxido dismutasa (SOD) cataliza la conversion del radical superoxido a
peroxido de hidrogeno. Luego, la enzima catalasa (CAT), ubicada en los peroxisomas,

convierte a esta molécula en los inocuos agua y oxigeno. También, el peréxido de hidrégeno
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puede ser reducido a agua oxidando dos moléculas de glutation a través de la enzima glutation
peroxidasa (GPx) (Pisoschi et al, 2020). Ademas, un segundo sistema enzimatico al cual
pertenece la enzima glutation S-transferasa (GST) tiene la capacidad de conjugar la molécula
de glutation con otras moléculas nocivas, transformandolas en compuestos de menor toxicidad
y mayor solubilidad, lo que facilita su excrecion (Averill-Bates, 2023).

Por otro lado, los antioxidantes no enzimaticos actian como queladores de metales
como el Cu*? y el Fe™ que pueden generar ROS a partir de la reaccion de Fenton (Pisoschi et
al, 2020). La lactoferrina, la transferrina y la ferritina actan quelando el hierro, evitando que
el mismo esté disponible para reaccionar con el peroxido de hidrogeno. También funcionan
como fuente de almacenamiento de hierro para el organismo. La albimina actiia quelando
metales como cobre y hierro, como buscador de radicales hidroxilos gracias a los grupos
sulfhidrilos libres presentes en las cisteinas, y se une a la bilirrubina y a los acidos grasos
insaturados para prevenir la oxidacion de estos compuestos. La ceruloplasmina es una
molécula que acta capturando iones de cobre, asi como convirtiendo el ion ferroso (Fe*?) en
el ion férrico (Fe™), protegiendo de los ROS a los 4cidos grasos poliinsaturados presentes en
la membrana celular, y como buscadora de ROS. Otros ejemplos dentro de esta categoria son
la metalotioneina (queladora del metal cadmio y buscadora del anion superoxido y del radical
hidroxilo) y el 4cido Urico (atrapa iones de hierro y cobre) (Mironczuk-Chodakowska et al,
2017). El glutation es otra molécula antioxidante que puede actuar de manera no enzimatica
con los hidroxilos, peroxinitritos, y otros ROS, generando su forma oxidada del glutatién
disulfido. También juega un rol esencial en la regeneracion de las vitaminas E y C, tomando
el electrén y restituyendo la molécula a su estado original, volviendo a conseguir su capacidad
antioxidante. Por otro lado, la molécula de glutation también funciona como cofactor de las
enzimas GPx y GST, mencionadas anteriormente (Averill-Bates, 2023).

La segunda linea de defensa consiste en moléculas buscadoras (scavengers, en inglés)
que evitan las reacciones de propagacion en cadena, reduciendo los radicales libres a versiones
mas estables. Dentro de este grupo se encuentran algunas de las sustancias mencionadas
(albiimina, ceruloplasmina, metalotioneina, acido 1rico), la vitamina E (protege a los lipidos
de la membrana celular de radicales peroxilos lipidicos), la vitamina C (cumple una funcion

similar a la vitamina E pero para peroxilos acuosos), la mioglobina (buscadora de radicales de
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6xido nitrico y de otros ROS como el perdxido de hidrégeno), la coenzima Q10 (que en su
forma reducida, ubiquinol, reacciona con el oxigeno molecular y otros radicales libres), la
melatonina (que por su bajo peso molecular actia como antioxidante en ambientes celulares
acuosos y alifaticos, y regula la actividad de moléculas antioxidantes), las poliaminas (que
evitan la interaccion de ROS con los lipidos de la membrana celular y protegen al ADN), o la
L-carnitina (que previene el estrés oxidativo, regulando los niveles de 6xido nitrico y la
actividad de las enzimas de defensa) (Mironczuk-Chodakowska et al, 2018).

La tercera linea de defensa actia reparando el dafio generado por los radicales libres
en proteinas, lipidos y ADN. Estos tipos de moléculas se encargan de reconocer, descomponer
y reparar proteinas, lipidos o ADN que esté dafiado u oxidado. Si bien no son moléculas
antioxidantes, se las considera de importancia debido a que se ven estimuladas por el estrés
oxidativo del organismo. Generalmente son enzimas que reparan el ADN como polimerasas,
glucosidasas y nucleasas, y enzimas proteoliticas como peptidasas, proteasas y proteinasas
(Niki, 1993).

Finalmente, la cuarta linea de defensa consiste en la deteccion de dafos generados por
el estrés oxidativo, donde el organismo envia una sefal dependiendo del tipo de radical libre,
induciendo la sintesis y el transporte de los antioxidantes a los lugares adecuados. Por otro
lado, algunos antioxidantes han demostrado poseer injerencia en la transcripcion del ADN
mediante la unioén a los llamados elementos de respuesta antioxidante, asociados a genes
especificos. Esto permite modular la actividad de enzimas que se encargan de metabolizar
citotoxicos (Noguchi et al, 2000).

2.3. Antioxidantes de origen dietario y sus efectos en la salud

La dieta puede proveer de sustancias antioxidantes de diversas caracteristicas
quimicas, como las vitaminas, los carotenoides y los polifenoles. La vitamina E estd disponible
en nueces, cereales tales como la avena, el centeno, la cebada, y de aceites extraidos de
semillas. Actlia principalmente en la disminucion de radicales libres generados luego de llevar
a cabo entrenamiento aerdbico o de fuerza y la modulacién de la actividad de diferentes
kinasas. Por otro lado, la vitamina C, predominante en frutas y verduras, tiene la funcion de

ser un fuerte antioxidante en medios celulares acuosos, y también actia como donador de
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electrones para los radicales generados durante la reaccion con la vitamina E, para que esta
pueda regenerarse (Evans, 2000).

Los carotenoides estan presentes en gran variedad de frutas y verduras como la
zanahoria, el melon cantalupo, las naranjas y el durazno, y en vegetales verdes como el brocoli,
la espinaca, las arvejas y las chauchas, entre otros (Mangels ef al, 1993). Los mismos son un
grupo de mas de 500 moléculas cuya estructura base son una cadena de 40 carbonos que
pueden poseer ciclohexanos adicionados en las puntas. Estos se dividen en carotenos (que no
poseen oxigeno en los anillos terminales) y las xant6filas (Yahia et al, 2017). El poder
antioxidante de los carotenoides depende mucho de su geometria y cantidad de dobles enlaces,
y cumplen roles en la inactivacion de radicales generados por reacciones fotoquimicas
mediante la donacion de atomos de hidrogeno para estabilizar el radical o mediante la union
de éste al sistema polieno del carotenoide. La capacidad de los carotenoides de estabilizar
moléculas cumple un papel importante en la prevencion de enfermedades generadas por
radiacion UV como el cancer de piel, mientras que estudios epidemioldgicos sugieren que la
ingesta de licopeno también juega un rol favorable en la prevencion de cancer de pulmon, a
través de la mejora de biomarcadores (Bendich, 1995). Asimismo, en un estudio realizado en
un hospital de Nueva York se observd una reduccion del 40% en el riesgo de desarrollar
mesotelioma (céncer que se desarrolla en el tejido que reviste organos internos como el
pulmoén y el abdomen) en aquellas personas que consumian tomate o jugo de tomate 16 o mas
veces al mes, en comparacion a aquellas que no los consumian (Seren et al, 2008).

Por tultimo, los polifenoles son un amplio grupo de moléculas, entre los que se
encuentran los flavonoides, taninos, acidos fenolicos y todos sus derivados polimerizados o
quimicamente modificados (Williamson, 2017). Estan caracterizados por tener al menos un
anillo fenolico y uno o mas hidroxilos (Bertelli, 2021), y son los principales antioxidantes
exogenos de origen alimentario. Estos se encuentran en frutas, vegetales, té, café, vino tinto,
cereales, chocolate, frutos secos y legumbres, y un individuo puede consumir hasta 1 gramo
de polifenoles por dia, dependiendo de su dieta, lo que equivale a una cantidad 10 veces mayor
a la de vitamina C y unas 100 veces a la de consumo de carotenoides (Scalbert et al, 2005).
Existe evidencia tanto epidemioldgica como clinica de que el consumo de polifenoles tiene rol

en la prevencion de enfermedades cronicas como enfermedades cardiovasculares, céncer,
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enfermedades inflamatorias, desordenes bacterianos, diabetes y enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Shahidi y Yeo, 2018). Particularmente, ha
sido reportado que los polifenoles estimulan la expresion de proteinas supresoras de tumores,
que se encargan de prevenir transformaciones oncogénicas en las células, ademas de jugar un
rol fundamental en el rastreo de células dafiadas para inducir apoptosis (Anantharaju et al,
2016). Asimismo, los polifenoles inhiben la produccion de sustancias proinflamatorias como
las citocinas, posibilitando la prevencion de enfermedades inflamatorias como artritis o
aterosclerosis (Devi et al, 2015). Ademas, el acido fertilico demostro6 reducir la incidencia de
la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas
(Shahidi y Yeo, 2018). Una revision sistematica ha evidenciado los efectos beneficiosos en la
salud que conlleva seguir una dieta de estilo mediterranea que se caracteriza por el consumo
de aceite oliva, frutos secos, vinos tintos, frutas, vegetales y granos enteros, legumbres y cafg,
todas fuentes de polifenoles y otros compuestos antioxidantes (Guasch-Ferré et al, 2017).
Estudios de seguimiento en personas mayores dieron resultados en la mejora contra la
prevencion de fragilidad mediante la regulacion del estrés oxidativo, dando una mejoria de
marcadores de inflamacion, reduccion del deterioro cognitivo y una reduccion de la incidencia
de enfermedades de naturaleza cardiovascular. También se ha establecido una relacion entre
una alta ingesta de antioxidantes y la reduccion de incidencia de cancer en el organismo,
debido a que los polifenoles también pueden actuar como prooxidantes, induciendo apoptosis
en cé¢lulas tumorales (Kojima et al, 2018).

La biodisponibilidad de los polifenoles depende de muchos factores como la
interaccion con la matriz del alimento, las caracteristicas quimicas del compuesto, su
estabilidad en los procesos digestivos y la metabolizacion por enzimas digestivas, el higado y
la microbiota intestinal. También est4 influenciada por las transformaciones que sufran en el
procesamiento del alimento (Bertelli, 2021). Es de particular interés el hallazgo de que los
procesos de fermentacion con leche de soja aumentan la biodisponibilidad de los polifenoles.
Esto se debe principalmente a que el extracto acuoso obtenido a partir del grano de soja
contiene las isoflavonas daidzeina, genisteina y glicisteina; éstas se encuentran conjugadas
como beta-glucdsidos, malonil-glucésidos y acetil-glucosidos que, por su alto peso molecular

y polaridad, son de dificil absorcion (Silvan et a/, 2014). Tanto la flora bacteriana intestinal
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como las bacterias presentes en productos fermentados de base vegetal tienen un papel
fundamental a la hora de la ingesta de estas sustancias, debido a que la actividad bacteriana
libera las formas agliconas de las isoflavonas. Como resultado, se incrementa el contenido y
biodisponibilidad de estas moléculas y/o la capacidad antioxidante de la matriz (Chih-Chien
et al, 2012), y se ha reportado que algunas formas agliconas de las isoflavonas poseen
actividad citotoxica frente a células tumorales mientras que otras actiian positivamente sobre
el sistema antioxidante enzimatico (SOD, CAT y enzimas del sistema del glutation)
reduciendo los niveles de las ROS (Gonzalez Cafiete, 2014). Estudios realizados en leche de
soja fermentada con cepas probidticas de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus
y Lactobacillus fermentum relevaron que estas cepas pueden hidrolizar diferentes glucosidos
conjugados de isoflavonas (liberando asi sus formas agliconas) y también producir el
metabolito de isoflavona llamado equol, que poseen una importancia bioactiva, luego de la
fermentacion por 24 horas a 30°C (Gobetti et al, 2010).

En conjunto, los antioxidantes de origen dietario pertenecen a diversas familias, y
debido a su estructura quimica, en algunos casos, requieren ser procesados para obtenerse la
forma bioactiva. Como se mencion6 anteriormente, el efecto positivo sobre la salud (mediante
la ralentizacion o inhibicidn de la generacion de agentes oxidantes) los coloca en un lugar de
candidatos para ser incorporados en otras matrices de consumo masivo, otorgandole un valor
agregado.

La fermentacion es un proceso bioldgico en el cual microorganismos, como bacterias,
levaduras y mohos, transforman compuestos orgénicos -principalmente azlcares- en otros
productos como acidos, gases o alcohol, en ausencia de oxigeno. Este mecanismo ha sido
utilizado durante milenios para conservar alimentos, mejorar sus propiedades nutricionales y
enriquecer sus sabores y texturas. En el ambito de los alimentos plant-based (o basados en
vegetales), la fermentacion se utiliza estratégicamente para optimizar la textura, potenciar
sabores umami, enriquecer el contenido de compuestos bioactivos y aumentar la
biodisponibilidad de nutrientes esenciales. Productos fermentados a base de frutos secos y/o
vegetales, como anéalogos de queso o de yogur, y carnes alternativas fermentadas representan
ejemplos innovadores de como la biotecnologia microbiana contribuye al avance de la

alimentacion sostenible basada en plantas (Marco et al, 2017). Particularmente, existen
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estudios demuestran que la aplicacion de probiodticos durante el proceso de fermentacion en la
leche de soja puede potenciar la capacidad antioxidante del producto final. Un estudio
realizado por Wang et al (2006) en donde se fermento6 leche de soja con cepas probidticas, y
en otros casos, combinaciones de cepas probiodticas y no probidticas demostré un aumento de
la actividad antioxidante del fermento comparado con el control, al mostrar mayor capacidad
de inhibir al peroxido de hidrogeno y anion superéxido, ademas de un aumento en la inhibicion

de la autoxidacion del ascorbato y el rastreo y eliminacion del oxidante H202.

2.4. Probioticos y antioxidantes

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando son ingeridos en las
cantidades adecuadas, le confieren beneficios a la salud de quien los consume, y son
considerados inocuos (Amiri et al, 2019). Seglin la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO), existen ciertos criterios para seleccionar a los
probioticos en aspectos de seguridad, salud y tecnoldgicos (Araya et al., 2001). En primera
instancia, los probidticos deben ser resistentes a cualquier tipo de enzimas y sales biliares que
se encuentren en el tracto gastrointestinal para lograr la adhesion al epitelio intestinal. También
deben resistir a la temperatura corporal del individuo, y al pH 4cido de los jugos géstricos. Por
otra parte, deben poseer actividad frente a patdogenos, ya sea produciendo metabolitos
antimicrobianos, compitiendo por los nutrientes o por agregacion, donde las células
probidticas se unen a los patégenos en grandes grupos facilitando su excrecion (Melo Pereira
et al, 2018). Estos microorganismos requieren estar identificados taxondmicamente y contar
con un historial de aislamiento, ausencia de infectividad o virulencia, toxicidad y de genes
transferibles de resistencia a patégenos. Ademas, deben ser susceptibles a antibidticos, no
deben ser capaces de producir enterotoxinas, ni poseer actividad hemolitica (Sanders et al,
2016). A nivel industrial, los probidticos no generan efectos adversos en el sabor o el aroma
del producto, ni aumentan la acidez durante la vida util del mismo. Ademas, es necesario que
sobrevivan a factores de estrés durante el procesamiento de los alimentos tales como la
fermentacion, liofilizado, variaciones de temperatura y pH, estrés osmotico y oxidativo
durante el almacenamiento (Senaka Ranadheera ef al, 2012). También es importante que no

generen pérdidas de productividad y que lleguen al consumidor en una concentracion de entre
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106 y 10® UFC/g. Por tltimo, deben demostrar efectos positivos en la salud como la
modulacion del sistema inmune, la prevencién del céncer, la modulaciéon a reacciones
alérgicas y los beneficios en la salud cardiovascular.

Los probidticos ejercen una notable influencia en distintos aspectos de la salud
humana, entre ellos la regulacion de la microbiota intestinal, la disminucion de lipidos
postprandiales y el fortalecimiento del sistema inmunolégico (Hoffmann, 2019). Su accion
sobre la salud intestinal se refleja en la preservacion del epitelio intestinal, ya que contribuyen
a restablecer el equilibrio microbiano. Ademas, previenen la apoptosis celular, estimulan la
sintesis de agentes antibacterianos y proteinas protectoras (Gul y Durante-Mangoni, 2024).
Asimismo, varios de los metabolitos excretados por estos microorganismos, tales como el
perdxido de hidrogeno, diacetil y otras bacteriocinas, previenen el desarrollo de patdégenos y
microorganismos inflamatorios en la zona del tracto intestinal (Penner et al., 2005).
Adicionalmente, se ha evidenciado que los probidticos interactilan con receptores celulares y
regulan los sistemas de transduccion de sefales en células eucariotas, lo cual favorece una
mayor permeabilidad de la barrera intestinal (Averina, 2021). En el contexto de la intolerancia
a la lactosa, algunos probidticos poseen la capacidad de hidrolizar la lactosa en sus
monodmeros, facilitando su digestion y mejorando la calidad de vida de quienes la padecen.
Ademas, desempeian un papel importante en la regulacién de reacciones alérgicas, gracias a
su capacidad para inducir la produccion de citoquinas antiinflamatorias y activar fagocitos
antes de que se produzcan anticuerpos (Isolauri, 2001). Participan en la regulacion de la
funcién inmunoldgica mediante la activacion de macrofagos locales, el estimulo de la
produccion de inmunoglobulinas y la modulacion de la respuesta inmunitaria frente a
antigenos (Abatenh et al., 2018). Otro beneficio relevante se relaciona con la salud
cardiovascular, ya que los probioticos contribuyen a reducir los niveles de colesterol mediante
distintos mecanismos, como la desconjugacion de sales biliares, la incorporacion del colesterol
a sus membranas celulares, o la inhibicidn de su biosintesis a través de la modulacion del
metabolismo del huésped (Nagpal et al., 2012). También se ha demostrado que la ingesta de
probidticos reduce la generacion de compuestos carcinogénicos y disminuye el desarrollo de

tumores en el organismo (Goldin y Gorbach, 1984).
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Los probidticos han demostrado tener propiedades antioxidantes tanto en estudios in
vitro como in vivo, gracias a la produccion de diversas moléculas y la regulacion de sistemas
enzimaticos. Esto se debe a que los probidticos pueden quelar metales toxicos y, en presencia
de perdxido de hidrogeno, tiene la capacidad de expresar genes de enzimas antioxidantes como
la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), aumentando la produccion de estas
enzimas. Ademas, generan metabolitos antioxidantes, como glutation, folatos y tioles, que
contribuyen a la defensa del organismo. Particularmente, estos microorganismos favorecen la
liberacion de exopolisacaridos (EPS) y activan la proteina Nrf2, que estd involucrada en la
expresion de genes protectores con el estrés oxidativo y la inflamacion (Hoffmann, 2019).

La industria ha encontrado una nueva manera de utilizar los probidticos como un
método para obtener metabolitos. De esta manera, surgen los postbioticos, que se caracterizan
por ser estables en el tiempo, durante el procesamiento y en su almacenamiento, y
proporcionan efectos beneficiosos para la salud. Entre ellos se encuentran lipidos bioactivos
como el &cido linoleico conjugado, péptidos antimicrobianos como las bacteriocinas y
exopolisacaridos (EPS) (Averina et al, 2021; Yousefvand et al, 2024). Estos ultimos son
polisacaridos de cadena larga solubles en agua que poseen ramificaciones de azlicares y
derivados (Li et al, 2012), y se producen extracelularmente por las enzimas secretadas por las
bacterias o son sintetizados intracelularmente y luego secretados al exterior. En la industria
alimenticia, los EPS aportan propiedades estructurales y reoldgicas como la emulsificacion,
texturizacion, endulzamiento, formacion de geles, retencion de agua y sus propiedades
bioactivas, mejorando la estabilidad y las propiedades sensoriales y organolépticas de los
productos. Ademas, estudios recientes han confirmado que los EPS poseen amplia variedad
de funciones bioldgicas, entre las que se encuentran: inmunomodulacion, capacidad
prebiotica, capacidad de disminuir el colesterol, actividad antiinflamatoria, actividad
antitumoral, antibacteriana y antioxidante, y regulacion del microbiota intestinal (Juraskova et
al, 2022).

Los géneros de probidticos comunmente empleados son Bifidobacterium y
Lactobacillus, aunque existen otras bacterias del grupo acido lacticas y otras no acido lacticas
(Kechiaga ef al, 2012). Se suelen encontrar de manera natural en la microbiota intestinal. Uno

de los probidticos mas populares en la industria es Bifidobacterium animalis subesp. lactis
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BB-12 (BB-12®), una bacteria acido-lactica, gram positiva, no formadora de esporas, inmovil
y aerotolerante. Es un bacilo catalasa negativo que forma parte de la microbiota del tracto
digestivo de los humanos (Jungersen et al, 2014). Es utilizada ampliamente en la industria,
tanto en suplementos dietarios como en productos fermentados, ya que no altera el sabor, la
apariencia o la sensacion en boca. Ademads, tiene buena estabilidad y tolerancia al oxigeno y
acidos pudiendo sobrevivir en el alimento hasta que sea consumido. Al poseer los genes para
la enzima hidrolasa de sales biliares puede lidiar con las altas concentraciones de sales biliares
del intestino delgado (Vernazza et al, 2006).

Numerosos estudios han demostrado los efectos beneficiosos en la salud del consumo
de BB-12%. Por ejemplo, en un estudio doble ciego con placebos controlados se evaluo la
eficacia de la leche de formula suplementada con BB-12® para prevenir las diarreas agudas en
90 infantes menores de 8 meses, y se observo que hubo una disminucién en la incidencia de
las diarreas agudas en aquellos que recibieron la leche adicionada con este probidtico
(Chouraqui et al, 2004). Por otra parte, también se demostré su capacidad de mejorar la
respuesta inmune. En un estudio aleatorio, doble ciego y con placebos controlados, se le
suministr6 placebo o BB-12® a 106 personas por 6 semanas, luego de 2 semanas, se las vacuno
para la influenza; aquellos que habian recibido BB-12® mostraron un aumento en la respuesta
inmune en comparacion a aquellos que recibieron el placebo (Rizzardini, 2012). También, un
estudio realizado demostr6 que los EPS producidos al fermentar permeado de leche y suero
de queso vacuno con este probiodtico poseen la habilidad de reducir el radical DPPH y otros
radicales libres (Amiri ef al, 2018).

La bacteria Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG®) es una bacteria probidtica acido
lactica, bacilo gram positivo y anaerobia facultativa. Fue originalmente aislada de humanos
saludables, y fue rapidamente identificada como probiodtico debido a su resistencia al acido y
sales biliares, buena adhesion al epitelio intestinal, y la capacidad de producir compuestos
antimicrobianos (Papizadeh et al, 2016). Al ser una de las cepas probioticas mas estudiadas,
se ha encontrado que la LGG® actlia de manera beneficiosa en el organismo a través de
diferentes mecanismos moduladores, o mediante la produccion de compuestos antioxidantes
y antimicrobianos como los EPS, que parecen contrarrestar la citotoxicidad del

microorganismo Bacillus cereus en pacientes infectados (Segers y Lebeel, 2014). En otro
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estudio donde se suministrd Salmonella typhimurium a ratones para inducir la inflamacion
intestinal y que posteriormente se trataron con una combinacion de penicilina y EPS de LGG®
durante 7 dias, se registré una mayor actividad de las enzimas SOD y CAT, y una disminucion
en la acumulacion de peroxido de hidrogeno y de malonaldehido respecto del grupo tratado
unicamente con el antibidtico, demostrando asi la capacidad antioxidante in vivo de los EPS
(Li, 2023).

En sintesis, los probidticos tienen una amplia gama de usos para la fabricacion de
diferentes productos, y son muy versatiles respecto a la matriz de vehiculizacion de los
mismos, pudiendo ser tanto de base lactea como base vegetal (Despina Vougiouklaki et al,
2023). Particularmente, estos ultimos estdn ganando interés en la industria debido a los
cambios en las tendencias de consumo y la creciente evidencia cientifica de los efectos en la
prevencion de enfermedades, tanto cronicas o no, por los compuestos bioldgicos presentes en
las matrices vegetales, y los potenciales metabolitos que se generan de la fermentacion con

probidticos.

2.5. Bebidas de base vegetal

En los ultimos anos se ha incrementado el consumo de alimentos hechos a base de
vegetales. Una encuesta realizada por Grand View Research reveld que el consumo total de
alternativos lacteos a nivel global represent6 29,18 miles de millones de ddlares en 2023, y se
prevé que la cifra aumente en una tasa compuesta anual del 12,6% para el 2030
(GrandViewResearch Inc., 2023)
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Figura 1. Consumo global de alternativas lacteas desde el 2020 hasta el 2023 y estimaciones
del consumo global de alternativas lacteas desde 2024 hasta el 2030. Extraido de Grand view

Research Inc. (2023).

El auge de las bebidas vegetales surge impulsado por una combinacion entre las nuevas
tendencias dietarias como el vegetarianismo, veganismo y flexitarianismo, acompafiado por
una creciente evidencia cientifica en donde se demuestra que estas dietas y/o determinados
componentes de los alimentos pueden modular de manera beneficiosa algunas funciones
fisiologicas del organismo, favoreciendo la salud y el bienestar (Colmenero, 2013). De
acuerdo con Perez Casar (2020), los consumidores estan cada vez mas informados y exigen
saber qué contienen y como fueron obtenidos los productos que llevan a sus mesas, tendiendo
a evitar alimentos con ingredientes o aditivos sintéticos en exceso, y demandando aquellos
saludables, nutritivos y con etiquetado limpio (clean labeled). La mayoria de ellos estan
motivados por la conciencia ambiental, el bienestar animal y cambiar hacia dietas mas
saludables, bajas en calorias, ricas en proteinas y en vitaminas. Debido a su origen vegetal,

estos alimentos no contienen colesterol, carecen del disacarido lactosa y generalmente no
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contienen trigo, avena, cebada y centeno (fuentes del complejo proteinico gluten). Otra de las
posibles razones del aumento del consumo global de bebidas vegetales es su bajo costo, por
lo que representan una buena alternativa para paises y regiones poco desarrolladas o para
aquellos lugares en los cuales la leche tradicional mantiene una alta demanda que no se llega
a satisfacer (Sethi ef a/, 2016). Adicionalmente, se cree que los casos de alergias a la leche y
de intolerancia a la lactosa sigan aumentando, proyectando atin mas la demanda de alternativas
lacteas (GrandViewResearch Inc., 2023).

Actualmente, en Argentina, la denominacion de venta de “leche” se limita para
productos que se obtienen del ordefie total e ininterrumpido, en condiciones de higiene de la
vaca lechera en buen estado de salud y alimentacion (Cédigo Alimentario Argentino, 1995).
La version mas reciente del Codigo Alimentario Argentino (2024) encuadra a las bebidas
vegetales dentro del articulo 1010 del Capitulo XII “Bebidas Hidricas, Agua y Agua

Gasificadas”, y las define como:

“Preparados vegetales bebibles a los productos elaborados a partir de la(s) parte(s)
comestible(s) de las legumbres y/o frutas secas y/o coco y/o semillas y/o quinoa y/o amaranto
y/o alforfon y/o cereales y/o el equivalente a sus harinas, pastas y concentrados proteicos
derivados de los anteriores con el agregado de agua y con la adicion o no de otras sustancias
alimenticias”.

Otra de las ventajas de las bebidas vegetales son sus compuestos bioactivos. Varios
cereales, frutos secos y legumbres poseen moléculas con propiedades antioxidantes. Por
ejemplo, el arroz contiene acido feralico y cumarico, la soja contiene isoflavonas, la avena,
acidos fenolicos y flavonoides, y la almendra, acido clorogénico, todos compuestos
antioxidantes que ya han demostrado tener propiedades en la prevencion cardiovascular
(Walter y Marchesan, 2011; Azi et al, 2020). Ademas, los lipidos de las bebidas vegetales son
mayormente mono y poliinsaturados, a los que se ha demostrado que tenerlos en cantidad en
el organismo contribuye a la reduccion de lipidos en sangre (Eslami y Shidfar, 2019), y
contribuyen a la prevencion de la enfermedad de Alzheimer promoviendo la neurogénesis

(Gorji et al, 2018).
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Al igual que la leche convencional, a los preparados vegetales bebibles se les puede
adicionar cultivos simbidticos para producir bebidas vegetales fermentadas, pudiendo asi
incorporarse probioticos. Estos preparados son eficaces para vehiculizar microorganismos
probioticos, de manera que las unidades formadoras de colonias se mantengan mayor a 108
UFC/ml durante el almacenamiento (Wang ef al, 2002; Bedani ef al, 2013). La fermentacion
de estos preparados reduce el contenido de oligosacaridos que se encuentran de manera
natural, predominantemente en legumbres, y que pueden causar estrefiimiento, como es el caso
de la estaquiosa y la rafinosa en los granos de soja (Battistini et a/, 2018). De hecho, se ha
demostrado que el fermento de soja posee mejor digestibilidad y mayor calidad y
biodisponibilidad proteicas, en comparacion con una preparado de soja sin fermentar y con un
yogur comercial (Silva Junior ef al, 2012).

El mercado de bebidas vegetales en la Argentina se encuentra en expansion ya que las
empresas invierten en investigacion y desarrollo para satisfacer las necesidades de los
consumidores. La produccion esta concentrada en preparados vegetales bebibles hechos a base
de coco, almendras y soja, y sus versiones fermentadas. Entre ellos se destacan los producidos
por Danone bajo la linea Silk®, Qufood con la linea Coco Iogo®, Quimya Yog con las lineas
Quimya® y Allygurt®, Felices Las Vacas® y Coca Cola Company bajo la linea AdeS®, entre
otros (ver Tabla III).

TABLA III. Preparados vegetales bebibles de mercado argentino.

Producto e imagen representativa Empresa Base Ingredientes

Base de almendra (agua,
‘ almendra), azicar de cana,
Silk almendra® F¢ *®'® carbonato de calcio, sal,
. vitamina E, sulfato de zinc,
Preparado vegetal Sllk

' AIMENDRA Danone Almendras  vitaminas A, B2, D2, B12
bebible a base de

y B6, aroma, estabilizantes

almendras N 5? o
% : (goma xantica, goma
g

gellan), emulsionante

(lecitina de girasol).
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Base de coco (agua, coco),
azucar de cafla, carbonato

de calcio, sal, vitaminas C,

Silk coco® .
E, sulfato de zinc,
Preparado vegetal o
) Danone Coco vitaminas A, B2, D2, B12
bebible a base de o
y B6, aroma, estabilizantes
coco

(goma xantica, goma

gellan), emulsionante

(lecitina de girasol).

Agua, leche de coco,
azlcar integral organica,
almidon, proteina vegetal,

€« " espesante goma Xéntica,
. "ORORTIENG LACTOSA"

< Coco ! cultivo vegetal

. :‘-?. Streptococcus
Coco logo® A o

thermophilus, cultivo
Preparado vegetal

Qufood Coco vegetal Lactobacillus
fermentado a base de

delbrueckii subesp.

€OCoO.
bulgaricus, cultivo vegetal
Lactobacillus
acidhophilus, cultivo
vegetal Bifidobacterium
animalis subesp. lactis,
vitamina B12
Agua, base de coco,
Quimya® gelificante (agar agar),
Preparado vegetal QUIMYA *cultivos activos
fermentado a base de YOG Coco (Streptococcus
coco. thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii
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subesp. bulgaricus.
Adicionado con:
Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium subesp.

lactis).

Agua, pasta de almendras
(almendras), fibra
prebiotica (fructo

oligosacarido de cadena

corta), gelificante (agar),

Allygurt® cultivos activos
Preparado vegetal - o allygurt : QUIMYA Almendra (Streptococcus
fermentado a base de - M YOG thermophilus y
almendras Lactobacillus delbruekii
ssp. bulgaricus).
Adicionado con:
Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium subesp.
lactis animalis).
Agua, almendras, sal,
espesante: goma gellan,
Felices Las Vacas ®. ' estabilizante: goma
Preparado vegetal a Felices Las Almendras xantica, conservante:

base de almendras.

Vacas.

sorbato de potasio,
emulsionante: lecitina de

girasol.
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Agua, almendras, almidon,
azacar, arroz, aceite de

girasol alto oleico,
Jogurtti®. .
) carbonato de calcio, sal,
Preparado vegetal a Felices Las

Almendras  Bacillus coagulans GBI-
30 6086, vitaminas A, E 'y

B12, estabilizante: goma

base de almendras Vacas.

fermentado.

guar, emulsionante:

lecitina de girasol.

Agua, semillas de soja,
azucar, jarabe de maiz de
alta fructosa, carbonato de

calcio, sal, vitamina C,

vitamina E, sulfato de zinc,

vitamina A, vitamina B12,
AdeS®.

Preparado vegetal a

The Coca o o
) vitamina D3, vitamina B2,

Cola Soja o o
vitamina B6, vitamina B9,

base de soja. Company

aromatizantes idénticos a

7] pRoTEfA los naturales, espesante:

goma gellan, estabilizador:

goma xantica,

il

emulsionante: lecitina de

soja.

En un estudio exhaustivo que analizé la composicion nutricional de los fermentos
vegetales y yogures lacteos disponibles en el mercado europeo, se observd una notable
equivalencia en el contenido de proteinas entre los productos a base de soja y aquellos
elaborados a partir de leche de vaca. Ademas, el preparado fermentado a base de soja se
destaca por su contenido de fibra, algo que estd ausente en los productos lacteos, asi como por

sus niveles reducidos de grasas saturadas y carbohidratos (Medici et al, 2023). Al realizar una
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comparacion con otros productos fermentados a base de vegetales (analogos de yogur), como
los de avena, almendra y coco, se evidencia que el producto fermentado de soja no solo
presenta una mayor cantidad de proteinas, sino que también posee una menor proporcion de
grasas totales y carbohidratos, demostrando que su perfil nutricional se asemeja mas al de la
leche y afiade otros nutrientes como la fibra.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, junto con sus reconocidas propiedades
antioxidantes, la abundante disponibilidad de la materia prima en Argentina y su costo
accesible, los preparados de soja se presentan como una opcion prometedora para el desarrollo
de productos fermentados enriquecidos con probidticos. Esta innovacion no solo podria
mejorar las propiedades nutricionales del producto, sino también aumentar la
biodisponibilidad de los nutrientes, favoreciendo la generacion de metabolitos bioactivos con

capacidad antioxidante, producidos por los microorganismos en el proceso de fermentacion.

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Considerando lo desarrollado anteriormente, el objetivo general de este proyecto es
evaluar la capacidad antioxidante de una nueva bebida fermentada en base vegetal en
diferentes estadios de produccion, a través de distintos métodos quimicos de

espectrofotometria.

3.2. Objetivos especificos

e Establecer un protocolo para la extraccion de antioxidantes de la muestra.

e Cuantificar el contenido de antioxidantes en la muestra a través del método de Folin-
Ciocalteu.

e Evaluar la capacidad antioxidante mediante los métodos de ensayo DPPH y ABTS.

e Evaluar la capacidad antioxidante del producto fermentado con 2 cepas probidticas
distintas, comparandolas con una cepa control (no probiotica)

e Comparar con otros productos semejantes presentes en el mercado, aplicando

iguales metodologias.
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El desarrollo del Proyecto Final de Investigacion (PFI) se realizo en los laboratorios
del Instituto de Tecnologia de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Argentina de la
Empresa, bajo la direccion y coordinacion del Dr. Santiago Charif (Investigador Asistente de
CONICET e investigador de UADE) en el marco de un convenio entre la Universidad
Argentina de la Empresa y la compania Novonesis (anteriormente, Christian Hansen). La

misma desarroll6 el producto a analizar, en la planta localizada en la institucion.

4. Hipotesis
La bebida fermentada con base vegetal producida en la Universidad Argentina de la
Empresa contiene antioxidantes en cantidades detectables, y demostraria tener capacidad

antioxidante. A su vez, el agregado de distintas cepas probidticos generaria diferencias en

estos pardmetros, modificando la capacidad antioxidante del producto.

5. Materiales y métodos

5.1. [Elaboracion del producto y toma de muestras

La bebida fue elaborada por la planta piloto de Novonesis (anteriormente Christian
Hansen), ubicada en el segundo subsuelo de UADE Labs. El diagrama de flujo del proceso se
muestra en la Figura 2. El proceso inicié con la obtencion de un extracto de soja mezclando
harina de soja y agua en una proporcion de 1:6. Luego, se ajusto el pH de la preparacion a un
valor de entre 8 y 8.1 utilizando bicarbonato de sodio. Posteriormente, la mezcla se calentd a
90°C durante 30 segundos con el objetivo de inactivar las enzimas presentes, se enfrié a 30°C
y se dejo reposar durante una hora. En este punto, se tomo6 la primera muestra (muestra SC)
para realizar las determinaciones sobre el extracto de soja sin tratar. La mezcla fue filtrada,
logrando obtener entre un 65% y un 70% de extracto soluble. A continuacion, se neutralizo el
extracto con acido clorhidrico, y se ajusté el pH al rango de 6.7 a 7.0. También se agregd un
1% de glucosa para mejorar su composicion.

La eliminacién de los microorganismos presentes en la preparacion se realizé con una

pasteurizacion en batch (con agitacidon constante) a 85°C durante 30 minutos y un enfriado a
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42°C, y se tomo la segunda muestra (muestra SP). El extracto pasteurizado se fracciond en
tres porciones, las cuales se inocularon (200 U/tonelada) y fermentaron a 42°C hasta pH 4.55,
con tres cultivos distintos:
e F-DVS VEGA™ CLASSIC, que contiene los microorganismos S. thermophilus y L.
bulgaricus y no contiene probioticos.
e F-DVS VEGA™ NuTrish® BY-101, que incluye S. thermophilus, L. bulgaricus, y la
cepa probidtica Bifidobacterium BB-12®
e F-DVS VEGA™ NuTrish® GY-101, que contiene S. thermophilus, L. bulgaricus y la

cepa probiotica L. rhamnosus LGG®.

Cada una de las fracciones fermentadas se separ6 en dos porciones. Una es sometida a
enfriamiento (muestras CL-E, BB-E y LG-E). La otra porcion es sometida a una post-
pasteurizacion a 72°C durante 30 segundos antes de ser enfriada (muestras CL-E + P, BB-E+P
y LG-E+P).

Las siguientes muestras obtenidas se almacenaron a -20°C en tubos conicos tipo Falcon
de 50 ml hasta su uso:

e Extracto de harina de soja crudo, conocido cominmente como leche de soja

(muestra SC)
e Extracto de harina de soja pasteurizado (muestra SP)
e Extractos de bebida fermentada de base vegetal enfriado:
o Control sin probioticos (muestra CL-E)
o Con BB-12® (muestra BB-E)
o Con LGG® (muestra LG-E)
e Extractos de bebida fermentada de base vegetal, post-pasteurizados y enfriados:
o Control sin probioticos (muestra CL P+E)
o Con BB-12® (muestra “BB P+E”)
o Con LGG® (muestra “LG P+E”)
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Mezclado de
harina de soja

!

Ajuste de pH a
8-8.1

!

Calentamiento:
90°C - 30
segundos

!

Enfriado a 30°C y
reposo de 1 hora

!

Pasteurizacion en
batch con agitacion:
85°C - 30 minutos

!

Enfriado con
agitacion hasta
42°C

|

Fermentacion:
42°C hasta pH
4.55

le—— Agua

l«—— Bicarbonato de sodio

—

Toma de muestra SC

—»| Toma de muestra SP

y

F-DVS VEGA™
CLASSIC
S. termophilus
L. bulgaricus
Control sin probioticos

y

F-DVS VEGA™
NuTrish® BY-101
S. termophilus, L.
bulgaricus
Bifidobacterium BB-12®

\ 4

F-DVS VEGA™
NuTrish® GY-101
S. termophilus, L.
bulgaricus
L. rhamnosus LGG®

Y

y

\

Enfriado

Pasteurizacion:
72°C - 30 segundos

Enfriado

Pasteurizacion:
72°C - 30 segundos

Enfriado

Pasteurizacion:
72°C - 30 segundos

k.

Y

Toma de muestra
CL-E

Enfriado

Toma de muestra
CL-P+E

Toma de muestra
BB-E

Enfriado

Toma de muestra
LG-E

Toma de muestra
BB-P+E

Enfriado

Toma de muestra
LG-P+E

Figura 2. Diagrama de elaboracion y puntos de toma de muestra para analisis.
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5.2. [Extraccion de antioxidantes de la bebida fermentada de base vegetal
Las extracciones de compuestos antioxidantes con sustancias polares como metanol en
combinacion con agua han demostrado ser muy eficientes en comparacion con otros solventes
(Thanh Toan et al, 2015). Permiten obtener los compuestos antioxidantes que estan
distribuidos de manera irregular en las matrices vegetales (Hussain et al, 2011) y se reducen
las posibles interferencias por otros compuestos de la matriz y por el color propio de las
muestras, al emplearse métodos espectrofotométricos. Para obtener los extractos metandlicos,
se pesaron 10 gramos de muestra y se le agregaron 20 ml de metanol 80% (v/v) (139110
Cicarelli). Luego, se agit6 con un vortex por 10 segundos y, posteriormente, se incubo en bafo
ultrasonico durante 20 minutos a potencia maxima y degasificacion media. A continuacion, se
centrifugd durante 10 minutos a velocidad méxima (14000g) a 4°C, y el sobrenadante se paso
con una jeringa de 20 ml a través de un filtro de Nylon® de 0.45 pm. El mismo se almaceno
en un tubo conico de 50 ml (protegido de la luz con papel aluminio) a -20°C hasta su uso.
Con el fin de realizar una comparacion con productos fermentados de base vegetal
presentes en el mercado, también se realizo la extraccion de antioxidantes de un producto
fermentado de la marca Coco Togo® (muestra CI) a base de coco fermentado con los cultivos
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, y con los
probidticos Lactobacillus acidhophilus y Bifidobacterium animalis subesp. lactis, de sabor
natural, y otro de la marca Felices Las Vacas® (muestra FV), producido con leche de almendras
y fermentado con el probiotico Bacillus coagulans GBI- 30 6086, de sabor natural. Ambas son

dos de las marcas mas consumidas en el segmento.

5.3. Estimacion del contenido total de fenoles (TPC) con el método de
Folin-Ciocalteu.

5.3.1 Fundamento

El método de Folin-Ciocalteu es uno de los mas empleados para medir el contenido
total de compuestos fenolicos en muestras de diversos origenes. Se basa en la reaccion de
compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu en medio alcalino (pH aproximado de
10), en una solucién de carbonato de sodio que facilita la reaccion. Esto genera un compuesto

de coloracion azul detectable mediante espectrofotometria a 765 nm. La reaccion consiste en
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la oxidacion de los compuestos fenolicos de la muestra en presencia del reactivo, que contiene
una mezcla de wolframato sddico y molibdato sodico en acido fosférico. Dicho compuesto es
reducido, pasando de una coloracién amarilla en medio acido y en su forma oxidada, a un
complejo de color azul en su forma reducida y en medio alcalino. A partir de una curva de la
absorbancia de concentraciones conocidas crecientes de acido galico, se puede estimar el
contenido total de fenoles en las muestras, expresado en este caso como equivalentes de acido

galico.

5.3.2 Protocolo

Se aplico la metologia de Garcia Martinez et al. (2015) con modificaciones. Para ello,
partiendo de una solucién madre de 2 mg/ml de acido galico (4cido 3,4,5-trihidroxibenzoico)
(G7384 Sigma) en metanol 80%, se construyd una curva de concentraciones crecientes (6
ug/ml, 7,44 ng/ml, 14,4 pg/ml, 24 ng/ml, 35 pg/ml, 50 pg/mly 77 pg/ml). Luego se prepard
una solucion de NaxCOs3 75 g/l (carbonato de sodio anhidro) en agua destilada y una dilucion
1:10 en agua destilada del reactivo de Folin-Ciocalteu (F9252 Sigma). Posteriormente, se
pipetearon 300 ul del extracto metandlico o de acido galico en un tubo de ensayo de vidrio, se
le agregd 1,5 ml de la solucion 1:10 del reactivo de Folin-Ciocalteu, y se agitd en vortex
durante 15 segundos. El blanco consistié en metanol 80% en lugar de la muestra. En un lapso
mayor a 30 segundos y menor a 8§ minutos, se agregaron 1,2 ml de la solucion de Na>COs, se
agitd en vortex durante 15 segundos y se incub6 durante 2 hs en oscuridad a temperatura
ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia en cubetas de plastico a 765 nm. Con los datos
de las soluciones de acido galico se grafic6 una curva de absorbancia en funcion de la
concentracion, y se obtuvo su ecuacion, cuya formula general es:

y=mx+b»b

Reemplazando y por la absorbancia de la muestra incdgnita, se pudo obtener la
concentracion (x) de la muestra, en pg/ml. Luego, la concentracion de polifenoles presentes
en la muestra se expres6 como miligramos de equivalentes de 4cido gélico por gramo de

bebida vegetal (mgGAE/g). El analisis se realizo por triplicado, para cada muestra.
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5.4. Determinacion de la capacidad antioxidante por inhibicion del radical
DPPH

5.4.1 Fundamento

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) es un radical libre organico estable de color
violeta intenso que cuando se combina con un antioxidante es reducido, produciendo asi un
cambio de coloracion a amarillo. La reaccion consiste en la donacion de un atomo de
hidrégeno al DPPH por parte de la molécula antioxidante, apareciendo la forma reducida de
este compuesto que es el DPPH-H (una hidrazina). La capacidad de reduccion del DPPH por
los antioxidantes presentes en una muestra se estima por un cambio en la absorbancia en el
tiempo (reduccion del DPPH) medida a 517 nm. La concentracion de este radical se mantiene

constante para todas las muestras.

5.4.2 Protocolo

Se aplicd la metodologia de Sharma y Tej K (2009) con modificaciones. En primer
lugar, se prepar6 una solucion de 0,025 g de DPPH (D-9132 Sigma) en 50 ml de metanol 80%
y luego, se diluy6 en el mismo solvente hasta que el valor de la absorbancia se encontrd entre
0.8 y 0.9. A continuacion, se mezcld 1,95 ml de dicha solucién con 50 pl de los extractos
metandlicos en tubos de ensayo, mezclandose por agitacion con vortex durante 15 segundos.
Seguidamente, se colocaron las muestras, el blanco (con metanol 80% en lugar de extracto) y
el control (dilucion de DPPH sin muestra) en cubetas de plastico y se midi6 la absorbancia a
517 nm cada 10 minutos durante 1 hora. Este protocolo se realizd por triplicado para las
muestras utilizadas en el proyecto.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion de DPPH a partir de la
siguiente ecuacion:

Absorbancia control — Absorbancia muestra

% Inhibicién = ( ) % 100%

Absorbancia control
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5.5. Determinacion de la capacidad antioxidante por inhibicion del radical
ABTS

5.5.1 Fundamento

El 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- 4cido sulféonico) o ABTS es un compuesto
incoloro que, al oxidarse da origen al radical ABTS", adquiriendo una coloracion azul verdosa.
Esto se obtiene mediante la reaccién del ABTS con compuestos como persulfato de potasio.
Por lo tanto, el método consiste en evaluar la capacidad de los antioxidantes presentes en las
muestras de reducir el radical ABTS:, midiendo la decoloracion producida por
espectrofotometria a 734 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del

radical ABTS.

5.5.2 Protocolo

Se aplicé la metodologia de Biskup ef al. (2013) con algunas modificaciones. Para ello
se disolvio una tableta de 10 mg de ABTS (A-9941 Sigma) en 2,55 ml de agua destilada.
Luego se agregaron 46 ul de una solucion de persulfato de potasio 140 mM. De esta manera,
se parti6 de una concentracion inicial de 7 mM de ABTS, y se llegd a una concentracion final
de 2,45 mM. Esta solucion se incubd durante 12 a 16 horas en oscuridad y tapada, para que se
genere el cation radical ABTS y que la absorbancia llegue al pico maximo. Luego, la solucion
se diluyd en 130 ml de solucién salina tamponada de fosfato (PBS) 5 mM, para obtener un
valor inicial de absorbancia a 734 nm de aproximadamente 0.86.

A continuacién, en un tubo de ensayo de vidrio se mezclaron 1,95 ml de la solucion
radical ABTS con 50 pl de extracto de las muestras o de metanol 80%, y se agitd con vortex.
La absorbancia de esta solucion se registré a 734 nm con un espectrofotometro de luz UV
visible cada 10 minutos, durante 1 hora. Como referencia, se midi6 la absorbancia de metanol
al 80%. El ensayo se realizo por triplicado. Los resultados se expresaron como porcentaje de

inhibicion del radical ABTS aplicando la siguiente formula:

Absorbancia control — Absorbancia muestra

% Inhibicion = ( ) X 100%

Absorbancia control
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5.6. Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado. Los resultados se evaluaron utilizando
un Test t de Student para las comparaciones entre dos grupos y analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey para estimaciones entre
mas de dos grupos. El analisis estadistico se realizé con Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, EE. UU.). Las diferencias se consideraron significativas cuando p <0,05.

6. Resultados
6.1. Contenido total de polifenoles (TPC)

Con el fin de cuantificar el contenido de fenoles en las muestras de las distintas etapas
o versiones del producto, se realiz6 el ensayo de Folin-Ciocalteu, empleando como patrén una
curva de concentraciones crecientes de acido galico (Anexo N°l). Como resultado, se
determiné que el extracto de soja crudo (SC) contiene polifenoles en cantidades detectables;
notablemente, la pasteurizacion del extracto increment6 significativamente estos niveles en

(p<0.05), como se observa en la Figura 3.

mgGAE/g yogur

&

X

Figura 3. Contenido total de polifenoles en el extracto de soja cruda (SC) y en el extracto de
soja pasteurizado (SP). Los datos representan la media + error stdndard de la media (SEM).
El andlisis estadistico corresponde a un Test t de Student. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05).
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A continuacion, se evalud el contenido total de fenoles (TPC) en las muestras
fermentadas con el objetivo de establecer si la actividad bacteriana modifica su perfil en la
matriz de soja. Para aquellas inicamente enfriadas, no se encontraron diferencias significativas
al emplear el probidtico BB-12® (BB-E) comparandolo con el control (CL-E). Sin embargo,
la muestra con probiotico LGG® (LG-E) present6 el mayor valor de TPC (p<0.05), siendo
significativo respecto de CL-E y BB-E (Figura 4A). Similarmente, la post-pasteurizacion de
las muestras con probidticos (BB-E+P y LG-E+P) increment6 significativamente el contenido

total de fenoles en comparacion con su control (CL-E+P) (p<0.05), aunque no se registraron

diferencias entre ambas muestras (Figura 4B).
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Figura 4. Contenido total de polifenoles (TPC) estimados por el método con el reactivo de
Folin-Ciocalteu entre producto fermentado con y sin probidticos enfriado (A), y producto
fermentado con y sin probioticos post-pasteurizado y enfriado (B). Los resultados se
expresan como mgGAE/g de producto. Los datos representan la media + SEM. El andlisis
estadistico corresponde a un ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc de
comparaciones multiples de Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas

(p<0.05).
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Para establecer si la extension de la vida util por medio de la post-pasteurizacion altera
el contenido de polifenoles, se compararon los resultados del ensayo de muestras enfriadas
(CL-E, BB-E y LG-E) con su version post-pasteurizada (CL-P+E, BB-P+E y LG-P+E). El
producto sin probidtico mostrd una reduccion significativa del 26% en el contenido total de
polifenoles en la version pasteurizada (CL-E + P) en relacion a la muestra sin post-pasteurizar
(CL-E) (p<0.05, Figura 5A). Similarmente, las muestras con LGG® post-pasteurizadas (LG-
E+P) exhibieron un descenso significativo del 6% en el contenido total de fenoles (p<0.05,
Figura 5C). Sin embargo, la post-pasteurizacion no alterd este parametro en los productos con
BB-12® (BB-E+P) (Figura 5B).
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Figura 5. Contenido total de polifenoles (mgGAE/g) estimados por el método con el
reactivo de Folin-Ciocalteu entre producto fermentado sin probidticos enfriado y post-
pasteurizado y enfriado (A), entre producto fermentado con la adicion del probidtico BB-12®
enfriado y post-pasteurizado y enfriado (B) y entre producto fermentado con la adicion del
probidtico LGG® enfriado y post-pasteurizado y enfriado (C). Los datos representan la
media + SEM. El andlisis estadistico corresponde a un Test t de Student. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.05).

Al comparar productos fermentados de base vegetal disponibles en el mercado (que no

han sido post-pasteurizados) con las muestras uUnicamente enfriadas, se encontraron
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variaciones significativas en el contenido de fenoles (Tabla IV). Como resultado, los valores
observados en la muestra fermentado con BB-12® fueron casi cuatro veces mayor al del
producto comercial Coco Iogo (CI), y hasta dos veces mayor al del producto de la marca
Felices las Vacas (FV). Por otro lado, el producto con LGG® (LG-E) present6 una diferencia

incluso mayor con respecto a Cl y FV (73% y 59%, respectivamente).

TABLA IV. Contenido total de fenoles entre muestras con probioticos en base de soja 'y
enfriadas, y productos comerciales plant-based.

Felices |
BB-E LG-E Coco Togo (CI) cliees "as

Vacas (FV)
Contenido
total de fenoles 1156 & 1,264 £ 0,0237 0,3456 + 0,5123 +
1725° b 144¢ 45164
(mgGAE/g) 0,01725 0,03 0,04516

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

6.2. Capacidad antioxidante estimada por inhibicion del radical DPPH

La capacidad antioxidante de las  distintas muestras se  estimo
espectrofotometricamente a partir de la neutralizacion del radical DPPH. El resultado consistio
en un porcentaje de inhbicion del DPPH a 1 hora; la cinética de inhibicion de cada muestra en
el tiempo se muestra en el Anexo N°2.

Al evaluar las muestras de extracto de soja crudo y pasteurizado, se obtuvieron medias
de 7,385 + 0,6441% y de 7,085 + 0,5127% respectivamente. Si bien se observa una diferencia
en los valores de ambas muestras, donde el extracto de soja cruda presenta valores levemente
superiores, al llevar a cabo el andlisis estadistico no se presentan diferencias significativas en

el porcentaje de inhibicion de DPPH entre las muestras SC y SP (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH en el extracto de soja cruda (SC) y en el
extracto de soja pasteurizado (SP). Los datos representan la media + SEM. El anélisis
estadistico corresponde a un Test t de student. Letras diferentes representan diferencias

significativas (p<0.05).

Por otra parte, el agregado del probidtico BB-12® aument6 levemente la capacidad
antioxidante respecto al control, donde éste presentd una media de 9,583 + 0,8947% mientras
que la muestra fermentada con dicho probiodtico y enfriada presentd una media 11,73 =+
0,5356%. Ademas, se observd una breve disminucion en la capacidad antioxidante, respecto
del control enfriado, al fermentar con el probiotico LGG® y enfriar la muestra, con un
porcentaje de inhibicion de 8,740 + 0,8896%. Esas leves diferencias observadas no fueron
significativas (Figura 7A).

Asimismo, al analizar las muestras pasteurizadas y enfriadaa, se observaron leves
diferencias entre el control y la muestra fermentada con BB-12®, donde el control presentd un
porcentaje de inhibicion de DPPH de 10,48 +0,3110% y la muestra con probidticos, de 11,69
+ 0,5419%. De esta manera, la muestra fermentada con el probidtico mostré una mayor
capacidad antioxidante. No obstante, dichas diferencias no son significativas al llevar a cabo
el analisis estadistico. Por otro lado, al comparar el control y la muestra fermentada con BB-

12® contra la muestra fermentada con LGG®™, se observa una notoria y significativa
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disminucion (p>0.05) en la capacidad antioxidante de esta ultima muestra, alcanzando valores

de 7,967 = 0,7611% (Figura 7B).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de la bebida fermentada de base vegetal

con probidticos. A. Bebida unicamente enfriada. B. Bebida post-pasteurizada y enfriada. Los

datos representan la media + SEM. El andlisis estadistico corresponde a un ANOVA de una
via seguido de una prueba de post-hoc de comparaciones multiples de Tukey. Letras

diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

Para establecer si la extension de la vida util por medio de la post-pasteurizacion
influye en la capacidad de las muestras de inhibir el radical DPPH, se compararon los
resultados del ensayo de muestras enfriadas (CL-E, BB-E y LG-E) con su version post-
pasteurizada (CL-P+E, BB-P+E y LG-P+E). Si bien en el producto fermentado sin probidticos
pasteurizado y enfriado (CL-E+P), de media de 10,48 + 0,3110%, se observé un leve aumento
respecto de su par unicamente enfriado (CL-E), de media de 9,583 + 0,6441%. Sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas (p>0.05, Figura 8A). Asimismo, las muestras con el
probiotico BB-12® (BB-E y BB-E+P) no difirieron significativamente entre si (11,73 =+
0,5356% vs. 11,69 +0,5419%, p>0.05, Figura 8B). Similarmente, en las muestras fermentadas
con LGG®, se observaron diferencias minimas entre la muestra LG-E (8,740 + 0,8896 %) y
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la muestra LG-E+P (7,967 + 0,7611 %), las cuales no resultaron estadisticamente

significativas. (p<0.05, Figura 8C).
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH entre producto fermentado sin
probioticos enfriado y post-pasteurizado y enfriado (A), entre producto fermentado con la
adicion del probidtico BB-12® enfriado y post-pasteurizado y enfriado (B) y entre producto
fermentado con la adicion del probidtico LGG® enfriado y post-pasteurizado y enfriado (C).
Los datos representan la media + SEM. El analisis estadistico corresponde a un Test t de

Student. Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

Finalmente, se compararon las muestras fermentadas y enfriadas con los probidticos
BB-12® y LGG® con los productos comerciales de Coco logo® y Felices Las Vacas, también
unicamente enfriados, para que ambas estén en igualdad de condiciones de conservacion.
Todas las muestras exhibieron similares valores de inhibicion del DPPH y el andlisis

estadististico que no arroj6 diferencias significativas entre estos valores (Tabla V).

TABLA V. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH entre muestras con probidticos en
base de soja y enfriadas, y productos comerciales de base vegetal.
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BB-E LG-E Cl FV

Porcentaje de
inhibicion del 11,73 £ 0,5356* 8,740 + 0,8896* 9,565 + 1,380* 8,930 + 1,039*
DPPH (%)

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

6.3. Capacidad antioxidante estimada por inhibicion del radical ABTS

El poder antioxidante de las diferentes versiones de la bebida fermentada de base
vegetal se estimo a partir del andlisis de la neutralizacion del radical ABTS; la absorbancia se
registro cada 10 minutos, durante una hora, obteniéndose curvas de cinética que describen el
comportamiento de cada muestra a lo largo del tiempo (Anexo N°3). Luego, se utilizaron los
resultados a tiempo final para llevar a cabo las comparaciones entre los distintos grupos.

En primer lugar, se compararon las muestras de soja cruda SC y soja pasteurizada SP,
donde se obtuvieron valores de inhibicion del ABTS de 61,98 + 1,810% y de 67,41 +1,110%
respectivamente (Figura 9). El andlisis estadistico reveld que esta diferencia no fue

significativa (p>0.05).
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS en el extracto de soja cruda (SC) y en el
extracto de soja pasteurizado (SP). Los datos representan la media + SEM. El anélisis
estadistico corresponde a un Test t de student. Letras diferentes representan diferencias

significativas (p<0.05).

Pagina 45 de 76



DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE UNA NUEVA
BEBIDA FERMENTADA CON BASE VEGETAL

Alemany, Ludmila y Picco, Matias Andrés

En cuanto a las bebidas fermentadas y enfriadas, se observaron pequefias diferencias
entre las muestras CL-E, BB-E y LG-E, de media de 65,22 + 0,3150 %, 67,24 = 0,06000% y
70,33 £ 0,3550% respectivamente. Se registrd un incremento de 2% de la capacidad de
inhibicion del radical ABTS de la muestra BB-E comparado con CL-E, y hasta un 5% de
incremento respecto la muestra LG-E, siendo estas variaciones significativas (p<0.05, Figura
10A).

Por otro lado, al analizar las muestras pasteurizadas y enfriadas CL-E+P, BB-E+P y
LG-E+P, se registro que el porcentaje de inhibicion del ABTS para cada muestra fue de 60,86
+ 0,7850%, 63,98 + 0,3000% y 69,79 + 0,03500% respectivamente. Se observaron leves
diferencias entre el control y la muestra con BB-12%, y diferencias mayores entre ambas
muestras respecto a la fermentada con LGG®. El analisis estadistico demostrd que las

diferencias observadas fueron significativas (p<0.05, Figura 10B).
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS de la bebida fermentada de base
vegetal con probidticos. A. Bebida inicamente enfriada. B. Bebida post-pasteurizada y
enfriada. Los datos representan la media + SEM. El andlisis estadistico corresponde a un
ANOVA de una via seguido de una prueba de post-hoc de comparaciones multiples de

Tukey. Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)
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Asimismo, se compar6 el efecto de la post-pasteurizacion para prolongar la vida util
del producto. Se observd una reduccion significativa de la capacidad antioxidante de la
muestra control post-pasteurizada de un 5% respecto a la muestra enfriada (Figura 11A).
Resultados similares se registraron en las muestras con BB-12®. La muestra BB-P+E exhibi6
una reduccion del 4% en los valores de inhibicion del radical ABTS respecto de la muestra
BB-E (Figura 11B). Las muestras con LGG® no presentaron diferencias significativas entre
si, y sus niveles antioxidantes se mantuvieron estables después del tratamiento de

pasteurizacion (p<0.05; Figura 11C).

A goq a b B g a b Cgom a a
2 60- 2 60- £ 60
@ @ @
< < <
3 40- & 40- T 40+
c c c
-8 S S
O @
= 20- S 20 5 20
- - =
0 0- 0-
& & <« & ¢ %
1 <" g <~ N &
4 X v

Figura 11. Comparacion del porcentaje de inhibicion del radical ABTS entre muestras
control enfriada y post-pasteurizada y enfriada (A), entre producto fermentado con la adicion
del probidtico BB-12® enfriado y post-pasteurizado y enfriado (B) y entre producto
fermentado con la adicion del probidtico LGG®™ enfriado y post-pasteurizado y enfriado (C).
Los datos representan la media + SEM. El andlisis estadistico corresponde a un t de student.

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

La comparacion estadistica entre las muestras con probidticos y enfriadas y los
productos de mercado arrojaron resultados sorprendentes. Las muestras de Coco logo (CI) y
Felices las Vacas (FV) presentaron una capacidad antioxidante marcadamente inferior en

comparacion a las bebidas con los probioticos BB-12® (BB-E) y LGG® (LG-E), mostrando
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porcentajes de inhibicion del radical ABTS 4 a 5 veces mdas bajos. Esta diferencia es

estadisticamente significativa (p<0.05). (Tabla VI)

TABLA VI. Porcentaje de inhibicion del radical ABTS de bebidas fermentadas de base
vegetal con probidticos y enfriadas y productos comerciales de base vegetal.

BB-E LG-E CI FV

Porcentaje de
inhibicion del 67,24 + 0,0600* 70,33 + 0,3550° 16,69 + 1,790° 13,47 + 4,740¢
ABTS (%)

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05)

7. Discusion

Cuando tiene lugar un desbalance entre la velocidad de formaciéon de las especies
reactivas y su neutralizacion por el sistema de defensa antioxidante celular del organismo, se
produce el estrés oxidativo o nitrosativo (Delgado Olivares, 2010). Este estado conlleva al
dafio biomolecular a través de la degradacién de proteinas, oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados y dafios a nivel ADN, generando dafios estructurales y funcionales en las
células (Avello, 2006). Una estrategia interesante es la incorporacion a la dieta de alimentos
que provean de antioxidantes (vitaminas, carotenoides y polifenoles) para poder mantener el
balance entre la formacion y la neutralizacidon de especies reactivas, evitando el dafio celular.

La soja presenta un alto contenido de antioxidantes del grupo de las isoflavonas tales
como la daidzeina, genisteina y glicisteina. Sin embargo, se encuentran en su forma conjugada
de beta-glucosidos, haciéndola de dificil absorcion. Esta falta de disponibilidad posibilita el
desarrollo de investigaciones acerca de como los procesamientos de los alimentos influencian
la biodisponibilidad de los antioxidantes, de manera de hacerlos molecularmente accesibles
en una matriz alimentaria. En esta linea, se ha demostrado que la actividad bacteriana libera
las formas agliconas de las isoflavonas, aumentando la biodisponibilidad de estas moléculas
(Silvan et al, 2014). Wang et al (2006) realizaron un estudio donde se fermento leche de soja
con cepas probidticas, y en otros casos, combinaciones de cepas probidticas y no probidticas,
y demostraron un aumento de la actividad antioxidante del fermento comparado con el control.
Ademas, estudios realizados en leche de soja fermentada con cepas probidticas de

Lactobacillus plantarum, L. rhamnosus y L. fermentum revelaron que estas cepas pueden
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hidrolizar diferentes glucosidos conjugados de isoflavonas, liberando asi sus formas agliconas
e incrementando el contenido de antioxidantes (Gobetti et al/, 2010)

Los resultados de la cuantificacion de fenoles totales mostraron que el producto
inoculado con el probidtico LGG® y posteriormente enfriado presenté mayor contenido de
polifenoles en comparacion con el control, mientras que el producto inoculado con el
probidtico BB-12® y enfriado no mostrd diferencias significativas respecto al control.
Asimismo, los resultados del ensayo ABTS evidencian que ambas muestras inoculadas con
probioticos tienen mayor capacidad antioxidante respecto del control, siendo el de mayor
poder el producto que contiene LGG®. Este efecto podria atribuirse a la liberacion de las
formas agliconas y a la generacion de metabolitos como glutation, folatos, tioles, otros
péptidos y exopolisacaridos (EPS) tras la adicioén de probioticos. Esto se ve reflejado en otros
estudios donde se reportan resultados similares. Por ejemplo, Lodha et a/ (2021) analizaron el
contenido total de fenoles y el porcentaje de inhibicion del radical ABTS en preparados de
soja fermentados con distintas cepas de Lactobacillus, entre ellas L. rhamnosus M9, arrojando
resultados similares a los analizados en este trabajo final. Por otra parte, al analizar los
resultados obtenidos de DPPH de las muestras unicamente enfriadas, no se encontraron
diferencias significativas entre el control y las muestras inoculadas con probidticos, a
diferencia de otros ensayos como el realizado por Al Zahrani y Shori (2023a) que reportaron
porcentajes de inhibicion superiores y diferencias significativas entre las cepas inoculadas con
probioticos y el control, o como Huo et al (2023) que también registraron valores de DPPH
superiores y diferencias significativas entre cepas probiodticas y no probioticas al fermentar un
preparado de soja con distintas cepas microbiologicas. Esto podria deberse a las variaciones
en las variedades de soja; las cepas microbioldgicas utilizadas, ya que, si bien todos los
ensayos mencionados utilizan probiodticos, no son los mismos que se emplearon en este
proyecto.

Por otro lado, la pasteurizacion afecta el contenido total de polifenoles y la capacidad
antioxidante del preparado de soja. Como evidenciaron los resultados de estimacion de fenoles
totales y de inhibicion del radical ABTS, la muestra de soja pasteurizada presenta mayores
valores que su contraparte sin pasteurizar. Silvan et al (2014) destacaron que el tratamiento

térmico de los preparados de soja promueve la conversion de las formas conjugadas de los
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malonil-glucésidos en grupos acetilos y beta-glucosidos, de estructura mas simple y estable,
que los microorganismos pueden usar durante la fermentacion para generar metabolitos con
capacidad antioxidante, y al mismo tiempo liberar las formas agliconas de las isoflavonas
conjugadas. Por lo tanto, esto indicaria que la pasteurizacion del preparado de soja es efectiva
(y un paso necesario) para incrementar las caracteristicas antioxidantes de la bebida
fermentada de base vegetal.

Las muestras fermentadas fueron sometidas a un tratamiento de post-pasteurizacion
para poder evaluar como este tratamiento afecta al perfil antioxidante del producto para
considerar una comercializaciéon a temperatura ambiente. Es por ello que se evaluaron
muestras post-pasteurizadas sin probidtico (CL-P+E) y con los probidticos BB-12® (BB-P+E)
y LGG® (LG-P+E). Estos productos presentaron variaciones en la capacidad antioxidante
luego de ser post-pasteurizadas, en comparacion con su version no tratada. La muestra control
post pasteurizada (CL-P+E) evidencié reducciones significativas con respecto a su par
enfriado (CL-E) en el contenido total de polifenoles y poder de reduccion del radical ABTS,
aunque mantuvo sus niveles de inhibicion del radical DPPH. La muestra con BB-12® post-
pasteurizada (BB-P+E) exhibié menor capacidad de reducir al radical ABTS, pero conservo
el contenido de fenoles y el poder de reduccion del radical DPPH. La muestra con LGG® post-
pasteurizada (LG-P+E) presentd una reduccion significativa en contenido de fenoles totales,
conservo su capacidad de inhibir el radical ABTS y el DPPH respecto de su par inicamente
enfriado. Ruiz de la Bastida et a/ (2019) demostraron que el tratamiento térmico en productos
fermentados de soja no reduce las cantidades de daidzeina y genisteina. Por lo tanto, la
reduccién en la capacidad antioxidante de las muestras podria explicarse a la degradacion
durante la post-pasteurizacion de compuestos antioxidantes termolabiles generados en la
fermentacion. También, podria deberse a que este tratamiento tecnologico elimina a los
microorganismos capaces de generar compuestos antioxidantes durante la vida util del mismo.
Por ultimo, podria mencionarse la diferencia en el metabolismo de ambos probidticos para
producir o liberar diferentes tipos de antioxidantes, y que sus caracteristicas quimicas permitan
ser detectados por uno u otro método (DPPH o ABTS). Existen diferencias entre ambos
ensayos, particularmente en la solubilidad de los compuestos que detectan. El ensayo con

DPPH se realiza en un medio organico (metanol), y permite detectar antioxidantes solubles en
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este solvente, mientras que el ensayo de ABTS, al desarrollarse en un sistema acuoso, detectara
aquellas moléculas hidrosolubles. Aun asi, la post-pasteurizacion se presenta como una
alternativa especialmente util en aquellos lugares donde no se pueda garantizar la cadena de
frio desde la produccion hasta su consumo, y para reducir los costos de almacenamiento y
transporte. Adicionalmente, estudios recientes sugieren que la adicion de postbioticos podria
ser una estrategia efectiva para compensar la pérdida de metabolitos durante el segundo
tratamiento térmico y mantener los niveles originales de antioxidantes en el producto
(Yousefvand et al, 2024).

Finalmente, al evaluar los productos de mercado Jogurtti® y Coco logo® con las
bebidas fermentadas de base vegetal adicionadas con probioticos, se registraron diferencias
muy marcadas en el poder antioxidante. Si bien cabe destacar que los productos del mercado
fueron fermentados con otros cultivos probidticos y en matrices vegetales diferentes, la
capacidad antioxidante de las muestras elaboradas para este proyecto es significativamente
superior, y este mayor valor también se encuentra en el contenido total de fenoles. Al Zahrani
y Shori (2023b) analizaron el impacto de los probioticos Bifidobacterium longum DSM 20219
y Bifidobacterium animalis subesp. lactis DSM 10140 en leche de soja, leche de almendras y
combinaciones de ambas, y obtuvieron resultados donde los valores de TPC de la leche de
soja fermentada duplicaron a los de la leche de almendras. Ademas, Wijewardena y
Amarakoon (2023) analizaron leche de coco fermentada con Lactobacillus acidophilus DSM
20079 y L. plantarum y evaluaron su capacidad antioxidante, obteniendo valores de ABTS

similares a los obtenidos en la muestra de Coco logo.

8. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se demostrd que la adicion de las cepas probioticas
Bifidobacterium BB-12%®y L. rhamnosus LGG® en la produccion de una bebida fermentada
de base de soja incrementan la biodisponibilidad de sus antioxidantes. Las diferencias entre
los probidticos posibilitan la eleccion de uno u otro cultivo (o combinados) segun el interés
del publico y del productor, y al nicho de mercado que desea apuntar. Seria de interés
investigar en mayor profundidad la metaboloémica de estos microorganismos en relacion a los
compuestos con capacidad antioxidante que produzcan, para apuntar al desarrollo de un

producto enrriquecido con un cierto tipo de antioxidantes.
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La post-pasteurizacion surge como una alternativa para alargar la vida util del producto
permitiendo que se comercialice sin refrigeracion hasta su consumo, y aunque el agregado de
probioticos a la matriz fermentada de soja increment6 el poder antioxidante del producto
respecto a un fermento vegetal sin probidticos, el tratamiento térmico tiene como contrapartida
la eliminacion de los microorganismos. También reduce la capacidad antioxidante del
producto; una posible solucion seria el agregado de postbioticos.

Cabe remarcar que la bebida fermentada de base vegetal con el agregado de probioticos
presentd mayor capacidad antioxidante que productos fermentados vegetales presentes en el
mercado argentino, posiciondndolo como un potencial producto de interés y competitivo con
beneficios comprobados. Por lo tanto, la promocion del desarrollo de este producto podria

posicionarlo como una alternativa competitiva.
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10.1 Anexo N°1: Curvas de calibracion de acido galico.
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10.2 Anexo N°2: Curvas cinéticas de DPPH.
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10.3 Anexo N°3: Curvas cinéticas de ABTS.
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