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Introduccio

L’objectiu principal del meu Treball de Recerca ha estat descobrir que son els
aliments funcionals, concretament els probiotics, elements a vegades molt
desconeguts per nosaltres, i intentar comprovar si son necessaris i beneficiosos

per la salut humana.

Una de les motivacions que vaig tenir per tal de triar aquest tema per a realitzar
el Treball de Recerca, és que m’agradaria enfocar el meu futur de cara a una
carrera relacionada amb la investigacié. Per aquest motiu aquesta era una
ocasio Unica per comencar a familiaritzar-me amb el material i les tecniques del
laboratori.

Crec que el tema dels probiotics i dels aliments funcionals és desconegut per la
majoria de la poblacid, ja que poques persones saben els efectes que
provoquen aquests en el nostre organisme ni les dosis correctes en les quals
s’han de consumir. Moltes persones confonem termes relacionats amb els
aliments funcionals i els hi atribueixen qualitats que en realitat no tenen.

Una gran part de la societat pensa que el consum de productes probiotics és
més beneficios per la salut del que verdaderament és. La poblacié no esta

suficientment informada sobre el tema.
Aix0 és el que principalment m’ha decidit a realitzar aquest treball.
He dividit el treball en dos apartats, la part teorica i la part practica.

En la primera part, la teorica, he investigat sobre els aliments funcionals,
especialment els probiotics, les seves caracteristiques i propietats. També he
aprofundit en els efectes dels probiotics en la salut humana: els seus beneficis,
les funcions cliniques, els seus mecanismes d’accio en el cos huma i les dosis
adequades de consum. Durant el treball em vaig plantejar quina era la
diferencia entre probiotics, prebiotics i aliments funcionals, aixi que també vaig
incloure aquesta diferencia en el treball.

Partiem de la hipotesi de que potser els probiotics son beneficiosos per la salut.



Vaig voler aprofundir si era del tot certa o si, en qualsevol cas, venia
condicionada per les campanyes publicitaries que fan les marques comercials
fabricants d’aquests productes.

La informacid principalment I'he extret de diferents webs especialitzades i de

llibres tecnics.

L’altre gran bloc del treball és la part practica. En primer lloc vaig haver de
cercar un laboratori que em permetés realitzar els meus experiments. Després
de contactar amb diferents Institucions, el laboratori de microbiologia de la
Universitat Rovira i Virgili em va acollir i tutelar aquesta tasca.

Inicialment, precisava familiaritzar-me amb els estris de laboratori i amb els
aparells que em permetrien un bon desenvolupament de la practica aixi com
amb el protocol de bones maneres per treballar en un laboratori i per tal de que
per que la practica tingués éxit.

Vaig voler comprovar amb técniques de laboratori la hipotesi de que potser els
probiotics lactics comercialitzats contenen microorganismes vius. A la vegada,
volia determinar la quantitat de bacteris i com eren al microscopi.

També, vaig voler comprovar la hipotesi de que potser una colonia de bacteris
extrets d’'un dissolucié de producte comercialitzat podia arribar a produir el meu

propi iogurt.

Per complementar la part teorica i la practica, em vaig plantejar realitzar un
estudi comparatiu sobre la informacid que figura en els envasos dels probiotics
lactics oferta per les diferents marques comercials als consumidors. Durant el
treball em vaig assabentar de la polemica en la qual es va veure relacionada la
marca Danone fabricant de I’Actimel, un dels productes lactics estudiat Aquesta
polemica posava en dubte que el bacteri L-Casei fos el vertader causant de la
millora immunologica del nostre organisme al prendre aquest producte. Per
aquest motiu vaig investigar el succés. Volia arribar a una conclusié sobre qui

era el vertader causant d’aquest efecte.

Els principals objectius del meu treball que vull assolir en la part teorica del
treball son:

e Diferenciar els aliments funcionals, els probiotics i els prebiaotics.



e Investigar les funcions beneficioses que aporten els probiotics al nostre

organisme i la nostra salut.

Els principals objectius que vull assolir en la part practica son:
e Familiaritzar-me amb el material de laboratori, concretament amb el
propi de I'especialitat de microbiologia.
e Fer el recompte de cel-lules que hi ha en cada producte probiotic lactic
estudiat.
e Investigar quin bacteri dels productes probiotics lactics estudiats €s més
eficient a I'hora d’elaborar un iogurt amb diferents tipus de llets.

1. Aliments funcionals: caracteristiques i propietats

1.1. Els aliments funcionals

Els aliments funcionals sén aquells que, a més de proporcionar un valor nutritiu
a l'organisme (energia, greixos, sucres, proteines, vitamines, minerals,
aigua...), hi afegeixen una funcié concreta, com pot ser millorar la salut i reduir

el risc de contraure malalties.

Els aliments funcionals poden ser: naturals o modificats tecnologicament,
agregant-los components biologicament actius, com minerals, vitamines, acids

grassos, fibra o antioxidants.
Exemples d'aliments funcionals:
* Llets fermentades o iogurts, ja que els ferments del iogurt fresc exerceixen

una accio beneficiosa sobre el funcionament i I'equilibri microbia intestinal

(aliment funcional natural).



« Fruits secs, ja que el tipus de greixos que contenen (poliinsaturats®)

poden prevenir l'aparici6 de malalties cardiocirculatories (aliment funcional
natural).

« Oli d'oliva, ja que el tipus de greixos predominants (monoinsaturats?) i els
antioxidants naturals *> que conté, prevenen laparici6 de trastorns de la
circulacioé (aliment funcional natural).

« Lactis descremats o amb greixos modificats (omega 3%). Cal evitar els greixos
continguts a la llet i als productes lactis (principalment els saturats). El consum
de productes descremats pot millorar la prevencié de malalties cardiovasculars

(aliment funcional modificat).

La dieta mediterrania és una alimentacié molt funcional, perqué conté diversos

components que aporten efectes beneficiosos per a la salut de forma natural.

1.1.1. Els probiotics

La paraula “probiotic” va ser introduida per primer cop al 1965 per Lilly i
Stillwell®; a diferencia dels antibiotics, van definir els probidtics com el factor
d’origen microbiologic que estimula el creixement d’altres organismes.

Al 1989 Roy Fuller va introduir la idea de que un probiodtic havia de tenir un
efecte beneficios per l'individu que el prenia.

! S6n els acids grassos que tenen més d'un doble enllag entre els carbonis de la cadena
hidrocarbonada. Les seves molécules presenten colzes en els llocs on hi ha els dobles
enllagos.

?'36n els acids grassos que només tenen un doble enllac entre els carbonis de la cadena
hidrocarbonada. Les seves molécules presenten colzes en els llocs on hi ha el doble enllagos.

¥36n un grup de vitamines, minerals, colorants naturals i altres compostos de vegetals i enzims
(substancies propies del nostre organisme que intervenen en mdltiples processos metabalics),
que bloquegen I'efecte perjudicial dels denominats radicals lliures. La majoria dels antioxidants
es troba en aliments vegetals, cosa que explica que incloure fruites, llegums, verdures i
hortalisses o cereals integrals a la nostra dieta sigui tan beneficios.

* Els acids grassos omega 3 constitueixen una familia d'acids grassos insaturats (molécules de
la familia dels lipids) que es caracteritzen per tenir el seu primer doble enllag a la posicio
tercera comencant pel darrer atom de carboni. Aquest tret estructural distintiu els atorga unes
propietats fisiques especials i els converteix en precursors insubstituibles de molécules que els
éssers vius utilitzen per a regular determinades funcions circulatories.

® Daniel M. Lilly and Rosalie H. Stillwell els primers cientifics en utilizar la paraula probiotic. Un
dels llibres que van escriure va ser Growth promoting factors produced by mimicroorganisms.



Actualment diem que els probiotics son suplements alimentaris que contenen
microorganismes vius i que ingerits en quantitats adequades milloren el balang
microbia de la flora intestinal del consumidor. Técnicament la paraula “probiotic”
inclou a tots aquells microbis vius que en estudis amb humans controlats han
demostrat produir un benefici per la salut.

Les especies més utilitzades son Lactobacillus, Bifidobacterium i el llevat
Saccharomyces boulardi, aixi com també algunes especies de Escherichia coli i

bacilli.

Els bacteris d’acid lactic, entre els que es troba el Lactobacillus, s’han utilitzat
en la conservacio d’aliments mitjancant fermentacido durant milers d’anys.
Poden exercir una funcié doble, actuant com a agents fermentadors d’aliments,
aixi com generar efectes beneficiosos per la salut. La fermentacié d’aliments
brinda perfils de gust caracteristics i redueix el pH, fet que impedeix la
contaminacié provocada per possibles agents patogens. La fermentacio
s’utilitza a nivell mundial pel manteniment d’'una gama de materials agricoles

sense processar ( cereals, arrels, fruites i hortalisses, llet, carn, peix, etc...).

Els probiotics es poden incorporar a un ampli ventall de productes, tant en

aliments, com en medicaments i suplements dietétics.

Les formes més comunes per a I'administracié de probiotics sén els productes
lactics i els aliments amb probiotics afegits, pero també hi ha al mercat
comprimits, capsules i sobres que contenen microorganismes en forma

liofilitzada®.

La investigacié de probidtics diu que aquests, tant els probiotics de caracter
medic com els de caracter alimentari, haurien de tenir una serie de beneficis
potencials per la salut. De tota manera, els efectes descrits tan sols poden ser

atribuits a la/les soques analitzades en cada estudi i no es pot generalitzar a

6 La liofilitzaci6 consisteix en fer desapareixer I'aigua dels aliments, que hauran d'estar en un
recipient al buit. Es una técnica bastant cara i només s'aplica a productes d'alt preu i a algunes
medecines. L'avantatge respecte a la deshidratacio tradicional és que la recuperacié d'aigua és
instantania.



tota I'espécie ni a tot el grup de bacteris productors d’acid lactic i a altres

probiotics.

El fet que els efectes sén especifics per cada soca té diverses implicacions:

- Han de documentar-se els efectes sanitaris de cada soca especifica present
en el producte de venda.

- Els resultats i els articles de revisié provinents d’estudis realitzats amb soques
especifiques no poden ser utilitzats com a prova per avalar els efectes sobre la
salut de soques quan no han estat incloses en 'estudi.

- Els estudis que documenten leficacia de soques especifigues a una
determinada dosis no constitueixen evidencies suficients com per recolzar els

efectes sobre la salut a una dosis més baixa.

També s’ha de considerar I'eventual paper beneficiés de la substancia de
vehicle. Alguns efectes poden no reproduir-se quan es canvia el vehicle
utilitzat.

Una soca probiotica es cataloga en base al seu genere, espécie i a una
designacio alfanumerica. En la comunitat cientifica s’ha acordat una
nomenclatura pels microorganismes, per exemple Lactobacillus casei DN-114
001 o Lactobacillus rhamnosus GG.

Els noms comercials no estan subjectes a regulacié, i les companyies poden
denominar els probiotics que posen als seus productes amb el nom que
vulguin, com per exemple el Lactobacillus que utilitza Danone en els Actimel,

'anomenat L- Casei Danone.

Malgrat el consens cientific existent, no hi ha definicié legal del terme probiotic.

Podem diferenciar entre dos tipus diferents de probiotics, els probiotics de
caracter medic (pharmaceutical probiotic) i el probiotics de caracter alimentari
(alimentary probiotic).

Els criteris minims exigits pels productes probiotics son que el probiotic ha de:
- Estar especificat per génere i soca. La investigacio sobre soques de probiotics
especifics no pot aplicar-se a qualsevol producte comercialitzat com a probiotic.
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- Contenir els bacteris vius.
- Ser administrat en dosi adequada fins al final de la seva vida util (amb
variabilitat minima d’un lot a I'altre).

- Haver demostrat ser efica¢ en estudis controlats en humans.

Donat que les normes per les declaracions de continguts i etiquetatge sobre els
productes no estan establertes universalment i/o no s’apliquen universalment,
la industria ha de mantenir la integritat en la formulacié i el retolat perque els

consumidors puguin confiar en aquesta categoria de productes, els probiotics.

1.2. Els probiotics i la salut humana.

Principalment els probiotics s'utilitzen per al tractament i la prevencio
d’infeccions intestinals, tot i que també es poden utilitzar per prevenir o curar
altres malalties digestives no infeccioses, aixi com també en afeccions d’altres
organs (al-lergies, eczema, vaginitis...) Actualment, els probiotics han

demostrat ser utils i beneficiosos en:

Tractament de la diarrea aguda infecciosa en nens i adults.
Prevencio de la diarrea associada a antibiotics en nens i adults.

Algunes malalties inflamatories intestinals (colitis ulcerosa’).

Millora dels simptomes deguts a la mala digestio de la lactosa.

Millora d’alguns simptomes de la sindrome del budell irritable.

Prevencié de I'enterocolitis® narcotitzant en nou-nats pre-terme.

Altres situacions en les que els probiotics podrien ser atils en un futur, pero on
encara es necessiten més estudis que avalin la seva eficacia, son:
» Disminucio dels simptomes d’asma i altres malalties de base al-lergica.

* Prevenci6 d’infeccio urinaries i del tracte genital, sobretot en dones.

" La colitis ulcerosa es una malaltia inflamatoria de Iintesti gros. Esta caracteritzada per la
inflamacio i la ulceracié de la paret interior del colon. Els simptomes sén la diarrea, algunes
vegades amb sang, y el dolor abdominal.
<http://www.geosalud.com/Digestivo/colitisulcerosa.htm>

8 Enterocolitis necrosant (ECN) és una malaltia que apareix al recent nascuts, especialment

als prematurs, i que consisteix en la inflamaci6 a causa per la destruccié de lintesti.
<http://es.wikipedia.org/wiki/Enterocolitis_necrosante>
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* Prevenci6 i disminucié de la gravetat de les infeccions en nou-nats
prematurs.

» Disminucié de les complicacions (sobretot infeccioses) en pacients ingressats
en les unitats de cures intensives.

* Prevencié de les infeccions en pacients amb cirrosi hepatica.

» Millora dels simptomes en pacients amb artritis reumatoide i altres malalties
reumatologiques de tipus inflamatori.

» Prevenci6 d’aparicié de tumors.

+ Disminucio6 dels nivells de colesterol.

D’altra banda, en persones sanes, el consum de probiotics pot ajudar a
mantenir la salut, per exemple en:

* Reduir el plor en nens amb colics del lactant.

* Reduir els episodis de febre i diarrea en nens.

» Reduir la duracié dels refredats pero no la seva freqiencia.

En general, I'evidencia clinica més rellevant a favor dels probiotics esta
relacionada amb el seu Us en la millora de la salut de l'intesti i estimular la

funcié immunitaria.

El probiotics tenen molts afectes beneficiosos sobre la salut humana, pero
també tenen aspectes que podrien ser perillosos si no tenim precaucié amb
ells.

La ingesti6 d’'un elevat nombre de microorganismes viables® obliga a investigar
la seva seguretat. Des dun punt de vista teoric, al tractar-se de
microorganismes que normalment formen part de la nostre propia flora,
dificilment podrien causar problemes infecciosos. Tot i que s’ha descrit algun
cas aillat de pas d’'aguest germens a la sang en pacients amb un sistema
immunitari compromes i en pacients amb malalties com la colitis ulcerosa, el
perfil de seguretat dels probiotics més emprats en els estudis realitzats
relacionats amb el tema, s’ha de considerar satisfactori. S’ha d’anar amb

compte en administrar probiotics en pacients greument immunodeprimits.

° El recompte de viables consisteix en comptar les cél-lules que estan vives del producte
probiotic.
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Si prenem els probiotics en les quantitats recomanades no ens provocaran cap
efecte negatiu, perd si en prenem grans dosis, aquests, ens poden arribar a

causar greus problemes en el funcionament del nostre organisme.

Els probiotics tenen diferents funcions cliniques:

e Intolerancia a la lactosa.

Un dels efectes probiotics més consistents i reproduibles, és la disminucié dels
simptomes associats amb la mala absorcio de la lactosa, és a dir, el sucre de la
llet. La lactosa, esta formada per una molecula de glucosa i una de galactosa.
En la majoria d'humans, a mesura que s'envelleix, també sol disminuir la
produccié de lactasa, I'enzim que hidrolitza®™ la lactosa en glucosa i galactosa.
Aix0 resulta en deficiencia de lactasa, més coneguda com a intolerancia a la
lactosa. Quan falta aquest enzim (lactasa), la lactosa sense hidrolitzar passa a
l'intesti gros i els microorganismes la utilitzen i aix0 pot provocar efectes
secundaris: dolor abdominal, espasmes, flatulencia, defecacio urgent, vomits i
fins i tot febre a causa . Els mamifers adults, com que ja no beuen llet, deixen
de fabricar I'enzim. Es una qliesti6 d’estalvi d’energia: per a qué fabricar un
element que no té utilitat? Pero la majoria dels humans adults occidentals tenim
encara aquest enzim per una mutacié genetica de fa milers d’anys. Les
persones que soOn intolerants a la lactosa no presenten I'enzim lactasa.
Generalment, les persones que presenten intolerancia a la lactosa poden
prendre productes lactics fermentats, com ara el iogurt, la llet agria o el
formatge. Les bacteries de l'acid lactic, com ara Lactobacillus, Lactococcus, i el
Leuconostoc que participen en la fermentacio tenen I'enzim lactasa, ja que el
necessiten per fer la hidrolisi de la lactosa i d’aquesta manera obtenir galactosa

i glucosa i aixi poder fer la fermentacié. Per tant en un producte lactic fermentat

1% La hidrolisi és una solvolisi (reaccié d'un solut amb els ions o les molécules del solvent en
gué es troba dissolt) on el dissolvent és l'aigua. Es tracta d'una reaccio quimica de doble
descomposicié on un dels reactius és l'aigua, que al mateix temps és el dissolvent de la
dissolucid on el solut és l'altre reactiu. Els reactius diferents de l'aigua, i els productes de la
hidrolisi, poden ser molécules neutres, com en la majoria d'hidrdlisis que impliquen compostos
organics, o ions, com en el cas de la hidrolisi de les sals, acids i bases.
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gairebé no hi ha lactosa, ja que els bacteris lactics s’han encarregat de trencar-
la.

Entre un 50 i un 70% de la poblacié humana pateix intolerancia a la lactosa,
pero cal diferenciar-la de l'al-lergia a la llet, ja que l'al-lergia a la llet és la

resposta immunitaria exagerada, anormal, a les proteines presents a la llet.

e Efecte immunomodulador

Aquest efecte consisteix en que els bacteris lactics dels aliments funcionals han
de ser capagos no només d’aportar-nos una immunoestimulacié a nivell de les
mucoses, siné també de garantir I'absencia d’efectes com per exemple la
translocaci6 microbiana™.

Per aquest motiu és imprescindible avaluar I'efectivitat de les bacteries
probiotiques per a interactuar amb l'intesti i les cel-lules del sistema immunitari
associades a aquest.

Un exemple (Taranto i altres, 1999) el trobem en una mescla de bacteris
utilitzats per a I'elaboracié del formatge fresc probiotic, aquests bacteris van ser
capacos d'interactuar justament en els llocs més importants de l'intesti prim (les
plaques de Peyer) i de lintesti gros (noduls limfoides mesentérics) i de
mantenir la relacié entre Limfocits T col-laboradors10 (CD4+) i LT citotoxics11
(CD8+). Els limfocits T col-laboradors s’activen mitjancant altres ceél-lules
immunitaries tals com els Limfocits T citotoxics (CD8+), que son els
encarregats de neutralitzar les cel-lules infectades per microorganismes nocius
injectant enzims toxics que provoquen la destruccié de les cel-lules infectades.
Els Limfocits T citotoxics al seu torn també activen als Limfocits B, els quals
alliberen anticossos especifics. Aixi s’aconsegueix augmentar la resistencia de
I'hoste i facilitar I'exclusié de patogens de l'intesti de manera especifica per a
cada agent infeccios.

A més a meés, s’han dut a terme alguns experiments in vitro i in vivo amb llets

fermentades i amb diferents tipus de Lactobacillus, on s’han demostrat

! pas dels bacteris i els seus productes per la mucosa intestinal cap a drgans extra-intestinals

com son per exemple el fetge i la melsa.
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modificacions en alguns indicadors immunologics com per exemple en els

anticossos, en l'interfer6? i en I'activacio de la fagocitosi.

e Reducci6 del colesterol

Un dels efectes probiodtics importants, que té una possible aplicacié dins l'area
de la medicina i la nutricid, és la capacitat d’alguns bacteris lactics de reduir el
colesterol. Aquest compost afavoreix el desenvolupament d’acids biliars,
d’hormones esteroides® i el trobem també en la membrana plasmatica de les
cel-lules eucariotes.

Tot i que el colesterol és essencial per la vida, un excés d’aguest afavoreix
malalties com I'ateriosclerosi®®.

Encara es desconeix el mecanisme que utilitzen els probiodtics per a reduir el
colesterol, pero s’han formulat una serie d’hipotesis respecte aquest fenomen,
com per exemple:

- La producci6 de propionat™

- L’assimilacié del colesterol per el bacteri.

- La degradacié enzimatica

e L'efecte gastro-protector

Una de les principals causes de la gastritis aguda cronica i de I'tlcera és la
presencia del bacteri Helicobater pylori. Quan aquest bacteri entra en contacte
amb la mucosa intestinal, aquesta desencadena una reaccié inflamatoria, la
qual anomenem gastritis aguda. Aquesta inflamacié pot desenvolupar-se i

donar lloc a una gastritis cronica, una acumulacié de limfocits i altres cél-lules

2 Proteina antivirica qgue produeixen el sistema immunitari de les cél-lules dels animals
vertebrats encarregada de respondre a agents externs com soén els virus i cél-lules
cancerigenes.

* Tipus d’hormones que intervenen en el control del metabolisme, la inflamacié, funcions
immunologiques, equilibris de sal i aigua, desenvolupament corporal.

4 Malaltia on es dipositen substancies lipidiques a les parets arterials, és a dir, greixos.

'* 3al 0 éster de I'acid propionic.
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del sistema immunitari. Aquesta infeccidé pot evolucionar cap a malalties més
greus com per exemple I'Ulcera péptica o el cancer gastric.

Un exemple d’'alteracié gastrointestinal és la gastroenteritis, provocada per un
retrovirus. La gastroenteritis produeix diarrea, vomits i febre. El virus que
provoca la gastroenteritis es transmet per aliments o mitjancant l'aigua

contaminada amb mateéria fecal.

Es aconsellable el consum de probiotics quan es pateixen alteracions
digestives, ja que, aquests, son facils de digerir, regulen la flora intestinal i
tenen un efecte protector contra agents patogens.
Dos exemples d’aquests bacteris probiotics gastro-protectors son els
Lactobacillus reuteri i els Lactobacillus rhamnosus.

e Prevenci6 del cancer de colon

La mort per cancer de colon és molt comu a occident, ja sigui per algun factor
genetic o per I'alimentacié. Per exemple, quan cuinem la carn, la convertim en
amines heterocicliques®®, i en la fermentacié bacteriana de proteines obtenim
amines i amoniac, que son un toxicogenics per tal de que aixd no passi hem
d’ingerir un tipus de vegetals que contenen probiotics que impedeixen que es

desenvolupi aquest tipus de cancer.

e Prevenci6 de reaccions al-lergiques

Una al-lérgia és la resposta exagerada del sistema immunitari a una substancia
en particular. Els al-lergens alimentaris, com per exemple les proteines de la
llet de vaca, poden provocar una resposta inflamatoria a l'intesti . Es possible
que els bacteris probiotics puguin prevenir aquesta disfuncio, ja que hi ha una
relacié directa entre el teixit limfoide de l'intesti i la resposta al-lérgica. Els

probiotics actuen reduint la inflamaci6 intestinal, corregeixen la

' Quan un o més atoms de nitrogen sén membres d’una estructura organica ciclica.
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descompensacié de limfocits i estimulen les citocines'’. Alguns Lactobacillus i
altres bacteris utilitzats com a probiotics milloren el processament dels antigens

que arriben a les plaques de Peyer®® a través de I'alimentacio.

¢ Inhibici6 d’agents patogens

La nostra flora intestinal ens protegeix de la possible entrada d’agents
patogens i normalment, son neutralitzats. Pero un mal Us o un Us excessiu
d’antibiotics pot fer-nos perdre aquesta flora i permetre que aquests agents
patogens que ingerim ens produeixin infeccions.

Una correcta ingesta de probiotics pot prevenir la infeccié per part d'un
patogen, ja que els probiotics reforcen els bacteris intestinals.

Un exemple d’aquests tipus de probiotics seria el Lactobacillus acidophilus, que
actua sobre l'intesti fent variar una mica el ph, i com a conseqiéncia fa que els
agents patdogens morin i no puguin actuar.

Hi ha estudis (realitzats pel cientific Jeffrey Gordon'®) sobre aliments probiotics
on els resultats demostren que ingerir aquests bacteris de manera addicional té
uns efectes minims en I'organisme. Per aix0, diferents experts en microbiologia
defensen que és aviat per extreure conclusions sobre aquest tema i que encara

s’ha d’aprofundir en la recerca.

17 Les citocines son un tipus de molécules senyalitzadores que, com les hormones i els
neurotransmissors, son utilitzades ampliament en la comunicacié cel-lular. Sén proteines,
péptids o glicoproteines. El terme citocina agrupa una gran i diversa familia de reguladors
polipeptidics produits ampliament arreu del cos per cel-lules d'origen embriologic.
<http://ca.wikipedia.org/wiki/Citocina>

'® Les plaques de Peyer sé6n uns cimuls de teixit limfatic que recobreixen interiorment les
mucoses com ara les de lintesti i les de les vies respiratories.
<http://es.wikipedia.org/wiki/Placas_de Peyer>

19 Jeffrey Gordon és bioleg i director del “Center for Genome Sciences and Systems Biology”
de la universitat de Washington, St. Louis.

Gordon és internacionalment conegut per la seva recerca en el desenvolupament del sistema
gastrointestinal i de com afecten les comunitats microbianes intestinals a la funcié normal de
lintesti. Es membre de la National Academy of Sciences, la American Academy of Arts and
Sciences i I’ Institute of Medicine of the National Academies.
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1.2.1. Investigacio i etiguetatge correcte dels probiotics

Les afirmacions que sostenen els efectes beneficiosos dels probiotics poden
adoptar diferents formes, depenent de I'Gs que es pretén del producte.

Els postulats més comuns son aquells que vinculen els probiotics amb
I'estructura i funcionament normal del cos huma, coneguts com “postulats
d’estructura-funcié” moltes vegades considerats com a “tous”, ja que no
permeten anomenar la malaltia o patologia. Si be els estudis in vitro i en
animals son importants per desenvolupar estrategies cliniques, no es considera

que siguin suficients per recolzar aquests postulats.

En aquest sentit, el Consell per a la Ciéncia i Tecnologia Agricola?® ha publicat
un treball sobre els probiotics que manifesta el segient:

- Es desafortunat que en I'actualitat es pugui retolar productes probiotics sense

estar ni ben definits ni provats en estudis controlats en humans.

- El ritme de la investigacio sobre probiodtics s’ha accelerat en els darrers anys:
entre 2001-2005 es van publicar un nombre quatre vegades meés gran que el

nombre d’assajos clinics publicats al periode 1996-2000.

- Per alguns productes hi ha importants diferencies entre I'eficacia demostrada

per la investigacio i el que s’afirma en el mercat.

- S’han documentat casos en els que els productes no compleixen amb els
postulats que figuren en les seves etiquetes en relacio amb el nombre i tipus
de microorganismes viables presents i sobre la quantitat que s’ha de consumir

per tal de que resulti beneficiés per la salut.

- Al dissenyar les seves politigues sobre les noves soques probiotiques que es

poden introduir per a I'ls en humans, els governs haurien d’examinar

% En anglés, SERC de Science and Engineering Research Council) és I'agéncia del Regne
Unit encarregat de la recerca cientifica amb finanga publica en les arees d'astronomia,
biotecnologia i ciencies biologiques, espai i fisica de particules.
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I'evidéncia cientifica sobre els aspectes funcionals i la innocuitat dels probiotics
en els aliments seguint les pautes establertes pel grup de treball FAO?}/OMS?2
al 2002.

-Es suggereix que els fabricants declarin a I'etiqueta el génere, I'espécie i la
soca de cada probiotic en un producte, junt amb el nombre de ceél-lules viables
de cada soca probiotica. (Veure taulal?® on hi podrem trobar exemples sobre
les soques de probiodtics en diferents productes).

1.2.2. Mecanisme d’acci6 dels probiotics, com actuen els probiotics.

El sistema de defensa de l'organisme contra les substancies estranyes es
coneix com sistema immune. Més de dues terceres parts del sistema immune
de I'organisme es troben al budell. De fet, el tub digestiu* estd en contacte
amb [|'exterior a través d’'una extensa superficie. Els aliments poden ser un
factor d’agressié cap al budell juntament amb els microorganismes (bacteries,
virus i fongs).

La flora bacteriana intestinal esta formada per milions de bacteries que
proliferen a linterior del budell gruixut i fermenten diferents elements produint

substancies beneficioses per la salut. Aquestes bactéries intervenen en el

21 | 'Organitzacio de les Nacions Unides per a I'Agricultura i I'Alimentacié (FAO, sigles de Food
and Agriculture Organization) és una organitzacio especifica de la ONU, creada el 16 d'octubre
de 1945, a la ciutat de Quebec. La FAO consta 188 membres (187 estats més la Unio
Europea). El seu lema és «Ajudar a construir un mén sense gana» i la seva seu és a la ciutat
de Roma, Italia.La FAO realitza programes per elevar els nivells de nutricié i de vida, millora
I'eficiencia de la produccid, elaboracié, comercialitzacié i distribucié dels aliments i productes
agropecuaris de granges, boscos i pesques, promovent el desenvolupament i millora de la
poblacié rural.

?2 'Organitzacié6 Mundial de la Salut (OMS) (WHO en el seu acronim en anglés) és una
agencia de I'Organitzacio de les Nacions Unides (ONU) amb seu a Ginebra (Suissa) que actua
com a autoritat coordinadora en temes de salut puablica internacional; esta especialitzada en
gestionar les politiques de prevencié, promaocio i intervencié en salut a nivell mundial. Els 193
Estats Membres de I'OMS governen |'Organitzacié per mitja de I'Assemblea Mundial de la
Salut. L'Assemblea esta composta per representants de tots els Estats Membres de I'OMS.

3 Veure annexos, annex 1.

4 Format per I'estomac, el budell prim i el gruixut.
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desenvolupament normal del sistema immunitari i en la regulacio de la resposta
de I'organisme davant els organismes patdgens®.

La flora intestinal participa en diversos processos fisiologics com la digestio i
els moviments del tub digestiu, aixi com en la produccié d’algunes vitamines.
Els probiotics actuen a nivell del tub digestiu estabilitzant la composicié de la
flora bacteriana i incrementant la resistencia de l'organisme davant dels
microorganismes patogens, i millorant i activant les defenses del nostre
organisme. Els probiotics produeixen substancies que ajuden a combatre

bacteris patogens i produeixen vitamines i enzims digestius.

1.2.3. Dosis i qualitat dels probiotics.

Els probiotics produeixen efectes beneficiosos sobre la salut, perd aquests
efectes només es poden atribuir als probiotics especifics estudiats per la
indicaci6 o situacié concreta. Per tant, no tots els probiotics es poden
administrar per la mateixa situacié, ni tots els probiotics en totes les situacions.
S’han d'utilitzar les dosis de probiotics que ens recomanen, a dosis més baixes
0 meés elevades pot ser que no siguin efectius, o podrien ser nocius.

Com hem dit anteriorment, pacients greument immune deprimits, és a dir, amb
el sistema de defensa del propi organisme compromeés, no han de prendre
probidtics sense la recomanacié d’'un metge, ja que en aquestes circumstancies
el probiotic podria arribar a comportar-se com un agent patogen i causar greus
problemes a I'organisme.

Les formes més comuns dels probiodtics son els productes lactics i els aliments
fortificats amb probiotics. De tota manera, també hi ha al mercat comprimits,
capsules i sobres que contenen bacteris en forma liofilitzada.

La dosi de probiotics necessaria varia segons la soca del probiotic i el tipus

producte.

Molts dels productes de venda lliure, és a dir, venda al public, proporcionen d’'1

a 10 milions de ufc®/dosi, tot i que alguns d’aquests productes han demostrat

% Es a dir, els microorganismes perjudicials per la salut.

6 UFC: unitats formadores de colonies (bactéris viables).
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ser eficacos en menys quantitat, mentre que altres requereixen quantitats

superiors.

No és possible establir una dosis general pels probiotics, la dosificacié ha

d’estar basada en estudis humans que mostrin un benefici per la salut.

Un aspecte molt important que afecta a la qualitat dels probiotics i que molts
cops molts de nosaltres no posem en practica és que s’han de seguir de
manera estricta les normes de conservacio dels productes probiotics, ja que

molts d’ells necessiten una temperatura determinada per mantenir-se.

1.2.4. Innocuitat del producte.

Algunes especies de Lactobacillus i Bifidobacteris son residents normals o que
freqientment transiten per I'aparell digestiu huma i com a tals no presenten

infectivitat o toxicitat.

Generalment es considera que els bacteris Lactoacidofils tradicionals, associats
des de fa molt de temps amb la fermentacié dels aliments, sén segurs per al
consum oral com a part d’ aliments i suplements per a la poblacié generalment

sana com als nivells emprats tradicionalment.

Les regulacions pels suplements dietétics son inexistents en molts paisos o
molt menys estrictes que els que s’apliquen per als medicaments amb recepta.
Actualment, la FDA?" no ha aprovat cap declaraci6 per a probiodtics que vinculi

els probiotics amb una reduccio del risc de malaltia.

Les declaracions sobre estructura-funcié so6n usades comunament per als

probiotics, perd aquests no requereixen aprovacié de la FDA pel seu Us.

" Food and Drug Administration, Agencia d’Aliments i Medicaments o Agencia de Drogues i
Aliments dels Estats Units.
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La produccio de suplements de la dieta varia entre els fabricants i a vegades
amb el temps varia per un mateix fabricant. Es probable que I'eficacia i els
efectes col-laterals difereixin entre soques, productes, marques o inclis dins
dels diferents lots de la mateixa marca.

No es coneixen els efectes a llarg termini de la majoria dels suplements
alimentaris, a part de les vitamines i minerals, ja que molts suplements dietétics

no soén utilitzats a llarg termini.

Recentment s’esta subministrant grans quantitats de productes probiotics a
pacients. L'Us de probiodtics en persones malaltes esta restringit a les soques o
indicacions amb una eficacia provada. Les proves o I'Us de probiodtics en
persones amb malalties tan sols és acceptable si s’han aprovat i si son

aprovades per el comite d’etica independent.

Considerant la prevalenca dels lactobacils en els aliments fermentats, com a
colonitzadors normals del cos huma, i el baix nivell d’infeccié que se’ls hi
atribueix, es va revisar la seguretat d’aquests microbis, considerant que el seu
potencial patogen es bastant baix, per tant si es prenen en les dosi adequades,

sbén segurs per la salut humana.

Segons un informe d’un grup de treball conjunt de la FAO?® i 'OMS® que
redacta les “Pautes per a l'avaluacio dels probiotics en aliments” diu que
'examen dels aspectes patologics, genetics, toxicologics, immunologics,
gastroenterologics i de seguretat microbiologica de les noves soques
probiotiques exigeix un enfocament multidisciplinari, és a dir, que s’ha

d’estudiar des de diferents punts de vista.

8 FAO: sigles de Organitzacié de les Nacions Unides per I'alimentaci6 i I'agricultura. Aquesta
organitzacié treballa peraconseguir la maxima seguretat alimentaria i per assegurar a tothom
aliments de bona qualitat.

?® OMS: sigles d’Organitzacié Mundial de la Salut. Aquesta institucié és la autoritat directiva y
coordinadora de l'accié sanitaria de les Nacions Unides.
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No és suficient amb I" avaluacioé de seguretat i I'analisi toxicologic convencional,
ja que per beneficiar als humans, els probiotics suposadament han de

sobreviure i/o multiplicar-se.

Des d’'una perspectiva cientifica, la descripcié adequada d’'un producte probiotic

tal com s’expressa a l'etiqueta ha d’incloure:

- Identificacié del genere i espécie amb nomenclatura consistent en dos noms
cientifics reconeguts.

- Recompte de microorganismes viables de cada soca al final de la vida util.
- Condicions d’emmagatzematge recomanades.

- Seguretat en les condicions d’Us recomanades.

- Dosis recomanada del producte en condicions de salut normals.

- Una descripcid exacta de I'efecte fisiologic.

- Informacio de contacte per la vigilancia post-comercialitzacio.

una
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1.3. Quina diferéncia hi ha entre els probiotics, els prebiotics i

els simbiotics?

Els prebiotics sén substancies alimentaries que nodreixen a un grup selecte de
microorganismes que poblen lintesti i afavoreixen més la multiplicacié dels
bacteris beneficiosos que la dels perjudicials.

Els prebiotics no es poden digerir ni absorbir fins que no arriben a la zona del
colon.

So6n capacos de modificar la composicié de la flora del colon en un sentit
favorable i el més frequent es observar el creixement i/o I'activitat metabolica
de soques del grup dels Lactobacillus o de les Bifidobacteries.

Un exemple d’aquest tipus d’aliments son aquells en els quals se’ls hi han
afegit fibres (fructo-oligosacarids® o insulina®, entre d'altres) que la digesti6
humana no pot utilitzar, perd que sén un substrat molt nutritiu pels bactéris

intestinals i aquests, alteren positivament la nostra flora.

A diferencia dels probidtics, la majoria de prebiotics s’utilitzen com a ingredients
d’aliments, com per exemple en galetetes, cereals, xocolata o productes lactics.
Els prebiotics més coneguts son: oligofructosa, inulina, galacto-oligosacarids,
lactulosa...

Per exemple l'oligofructosa prebiotica (OF) esta present de manera natural en
molts aliments com el blat, la ceba, les bananes, la mel, I'all i el porro. La
fermentacio de la OF en el colon déna lloc a gran nombre d’efectes fisiologics:

augment del nombre de bifidobacteris en el colon, augment de I'absorcié de

% Anomenats també com oligofructosa o oligofructan, sén oligosacarids fructans, usats com
substituts del sucre alternatius. Els FOS mostren nivells de dolcor situats entre el 30 i 50% del
sucre en xarops preparats comercialment. Es presenten de forma natural, i el seu s comercial
emergi en els anys 1980 en resposta a la demanda dels consumidors per aliments més
saludables i baixos en calories.

% La insulina és una hormona que té efectes importants sobre el metabolisme i altres funcions
de l'organisme. La insulina fa que les cel-lules del fetge, dels musculs i del teixit adipos agafin
la glucosa de la sang, que aquesta sigui emmagatzemada en forma de glicogen al fetge i als
musculs i que s'aturi I'Gs del greix com a font d'energia. El nivell d'insulina és un mecanisme
central de control metabdlic, alhora que la seva situacié també és utilitzada com un senyal de
control d'altres sistemes del cos, com ara la captacié d'aminoacids per les cél-lules. També té
diversos efectes anabolics a I'organisme.
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calci, augment del pes fecal, escurcament de la durada del transit intestinal i la

reduccio dels nivells de lipids en sang.

Els simbiotics sébn combinacions apropiades en certs productes de prebiotics i
probiotics. Un producte simbiotic fa tan I' efecte dels prebiotics com dels

probiotics.

2. Treball de laboratori®

El treball de laboratori es dividira en dos parts. La primera part es centrara
en el recompte dels bacteris de diferents productes probiotics lactics i la
segona part es basara en la produccié d’'un probiotic a partir de les diferents
colonies dels bacteris anteriors, d’aquesta manera podrem comprovar quin
tipus de bacteri lactic és més apte per la produccié d’un iogurt (centrant-nos
en el criteri de la rapidesa amb la qual de la llet passa a iogurt per I'acci6 del

bacteri corresponent).

2.1. Material utilitzat

El primer pas en un treball de laboratori és la preparacié del material a
utilitzar. En el meu cas vaig necessitar:
-Pipeta graduada

-Puntes de plastic de 1ml

-Tubs d’'assaig de plastic

-Gradeta

-Espatula de Digransky

-Bec Bunsen d’alcohol

-Etanol

-Camera Neubauer

-Porta objectes

-Oli d’'immersi6

-Microscopi optic amb objectiu d'immersié (100 x)

%2 \Veure annex 4 on hi ha el reportatge fotografic de la practica.

25



-Plaques de Petri

-Estufa de cultiu precisa amb la capacitat de ser estabilitzada a una
temperatura de 37°C

-Retolador permanent

2.2. Comencem amb la practica

2.2.1. Esterilitzacio

Primerament, per tal de fer el recompte de cél-lules probiotiques haurem
d’esterilitzar el material utilitzat, €s a dir, tots els procediments fisics, mecanics i
quimics que s'utilitzen per destruir o inactivar els gérmens, generalment els
gérmens patogens. A través de l'esterilitzacié, els materials de laboratori que
utilitzarem en el procés queden totalment desinfectats i s’evita la contaminacio

de les plaques on es vol fer el recompte de bacteris viables.

Els microorganismes es poden classificar segons si son resistents a les baixes
0 a les altes temperatures. Els crioresistents son els resistents a les baixes
temperatures i els termoresistents, els que sOn resistents a les altes
temperatures. Normalment, pero, s'utilitza la classificacié que es basa en la
temperatura en la qual es reprodueixen millor aquests microorganismes.
Segons aquest criteri de classificacio, podem trobar organismes: criofils, que es
reprodueixen entre els -5 i els 14 °C; organismes mesofils que es reprodueixen
entre els 25 i els 47 °C, i per ultim els organismes termofils que es

reprodueixen entre els 50 i els 113°C.

Amb motiu d’aquesta gran varietat de temperatures a les que soén resistents i es
poden reproduir, en l'esterilitzaci6 hem d’utilitzar una tecnica que contempli

totes aquestes variables.

Concretament, per fer aquesta practica esterilitzarem el material en una
autoclau, un recipient metal-lic amb parets gruixudes i que tanca
herméticament. Ens permet treballar a altes pressions. La pressio dintre de

l'autoclau és molt alta i per aixo podem arribar a escalfar I'aigua que hi ha dins
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del recipient a més de 100°C. L’accié conjunta de la pressio i la temperatura
produeix la coagulacié de les proteines dels microorganismes, entre les quals
es troben les que s6n essencials per la vida i per la reproduccié d’aquests i aixo

condueix a la seva destruccio.

Per esterilitzar el material, el col-loquem a 121°C durant 30 min dins de

'autoclau.

Per tal de que les mostres no es contaminin hem de treballar dins d'una
atmosfera esteril, per ha fer-ho hem d'utilitzar el métode del flamejat. Aquest
meétode consisteix en escalfar directament a la flama del bec de Bunsen els
estris a utilitzar. Principalment es basa en treballar manipulant les mostres i els
cultius dels bacteris a prop d’'una flama, ja que la gran escalfor que emet la

flama provocava la mort de qualsevol microorganisme contaminant.

Les puntes de la pipeta que hem utilitzat son d’un sol Us, per tal de garantir-ne

I'esterilitat.

Les plaques de Petri ja han estat previament esterilitzades. Aquestes, han estat
facilitades de manera gratuita pel departament de microbiologia de la
Universitat Rovira i Virgili. Em van facilitar 5 plaques de Petri, amb el medi
selectiu MRS*. Per tal de que les plagues no es contaminessin les vaig
guardar a la nevera del laboratori de la universitat fins que va arribar el moment

de fer-les servir.

% L'agar MRS va ser desenvolupat per Man, Rogosa y Sharpe per tal de crear un medi de
cultiu que pogués evidenciar un bon creixement de Lactobacillus i altres bacteris acido lactics.

Em medi de cultiu permet un abundant desenvolupament en totes les especies de
Lactobacillus.

La peptona y la glucosa constitueixen una font de nitrogen, carboni i altres elements necessaris
pel creixement bacteria. El citrat d'amoniac actua com a un agent inhibidor del creixement
bacteria dels bacteris Gram negatius.
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2.2.2. Recompte de cél-lules

Quan el material esta esterilitzat, procedim a fer una dilucié seriada de les
mostres dels corresponents productes, és a dir, la reduccié progressiva, pas a
pas, de la concentracié d’'una substancia en dissolucié. Normalment el factor de
diluci6 en cada pas és constant, aixo dona com a resultat una progressio
geometrica de la concentracio. Concretament nosaltres agafem 1 microlitre de
cada producte probiotic lactic de cada mostra i el col-loquem en 900 microlitres
d’aigua destil-lada, i a partir d’aqui diluim fins a 5 vegades, per arribar als 10°

microlitres de mostra.

MOSTRA

Dilucié 1 Dilucié 2 Dilucié 3 Dilucié 4 Dilucié 5

Els productes lactics que estudiarem seran Actimel de la marca Danone, mi

primer Danone de la marca Danone, Activia liquid i Activia iogurt.

Producte Bacteri que conté
Activia (liquid) Bifidus actiregularis
Activia (solid) Bifidus actiregularis
Mi primer Danone (Solid) Lactobacillus casei
Actimel (liquid) Lactobacillus casei
. Lactobacillus bulgaricus i
Danone natural (solid) _
Streptococcus thermophilus
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Mitjancant aquestes mostres aconseguim fer una comparativa (en la segona
part de la practica al laboratori) entre els bacteris, per tal de veure quin d’ells és
més apte per produir iogurt, €s a dir, quin produeix iogurt més rapidament.

R Comparaci6 1

actiregularis

bacteri

Danone
_ Comparacio 2

Comparaci6 3

Comparaci6 4

L

Les comparatives que farem seran, entre dos productes probiotics lactics: un
en estat solid i I'altre liquid, perd amb el mateix tipus de bacteri; i entre dos
productes probiotics lactics en igual estat (liquid/solid), perd amb un bacteri

diferent.

Per les comparacions també utilitzarem els bacteris del iogurt Danone natural
que conté els bacteris Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus thermophilus*.

Tal com he explicat anteriorment, en la primera part de la practica de laboratori,

farem un recompte del nombre de bacteris que té cada producte lactic.

Per a fer-ho, hem escollit una diluci6 de les que haviem fet previament,

3 Aquesta informacié la vaig obtenir enviant un correu a I'atencié al client de Danone, ja que el
bacteri d'aquest iogurt no sortia especificat en cap lloc.

29



concretament la de 10°. 3°

Primerament agafem 5 microlitres de la dilucié 10°, aquesta mostra de producte
la introduim a la camera de Neubauer, que préviament hem cobert amb un
cubre. Introduim la mostra mitjancant una pipeta, tal com mostrem en la imatge.

Quan ja tenim la mostra dins la camera de Neubauer i coberta amb el cubre,
amb molt de compte, la portem al microscopi per tal d’'observar-la i analitzar-la.

En el microscopi a 40x observem les ceél-lules bacterianes. Mitjancant dues
guadricules que té la camera de Neubauer i el microscopi, contem quantes
cel-lules veiem en cinc quadricules de la camera, i amb una breu féormula
acabem sabent quantes cél-lules té el producte estudiat.

% Abans de fer el recompte mitjangant la mostra corresponent a la dilucié de 10°, haviem
provat de fer el recompte de cel-lules al microscopi mitjangant la dilucié 10*. Al col-locar la
mostra dins la camera de Neubauer i observar-la al microscopi, vam detectar que les colonies
de cel-lules es veien molt apilotonades, per tant, no era possible fer el recompte. Aix0 ens fa
duu a provar de fer el recompte mitjancant la dilucié de 10°. Aquesta Ultima ja ens va aportar
els resultats desitjats.

30



/ .
1 L / \'”
{ [ _
e 1 =3 T3
1 \ .
| \"-.._____//
| ;
| |
Els resultats obtinguts son:
Activia Activia ) Mi primer Danone
o - Actimel
liquid solid Danone natural
Primera 35 R A causa de que el producte
) . 44 cel-lules . .
quadricula cel-lules | A causa de esta en estat solid, les
Segona 37 que el o ot colonies de ceél-lules estan
cél-lules i i i i
quadricula cel-lules producte molt juntes i fan impossible
esta en el recompte mitjancant
Tercera 42 . . .
. . estat solid, 54 cel-lules aquest metode.
quadricula cel-lules o
les colonies Una dada important que he
Quarta 30 de cel-lules 37 cél-lules observat és que el iogurt Mi
quadricula | cel-lules | estan molt primer Danone mostrava les
Cinquena 24 juntes i fan . cél-lules menys juntes que
. . , . 58 ceél-lules o
quadricula | cél-lules | impossible les de I'Activia i Danone
el recompte natural. Aixo possiblement
Nombre total mitjancant es degut a que Mi primer
163 . : .
de cél-lules aquest 245 cel-lules Danone esta una mica més
cel-lules > oo
recomptades metode. liquid que els altres dos

iogurts.
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La formula que utilitzarem per saber el nombre total de cél-lules que té el

cel-lules X area X profunditat
5

producte és []= el resultat que obtindrem a partir

d’aquesta formula el multiplicarem per la dilucié utilitzada, en aquest cas la de
10°.

Els resultats obtinguts sén:

e Activia liquid: 8,15 cel-lules.

e Actimel: 2x10° cél-lules.

El comptatge de bacteris també podria haver estat realitzat amb la tecnica de
'espectrometria mitjancant un espectrofotometre, o també mitjancant el
Citometre de flux. Pero per diferents motius la tecnica més efica¢ ha estat la de
la Camera de Neubauer.

Després agafarem 5 microlitres de cada mostra (que recordem que té 900
micrometres d’aigua i 1 micrometre de producte lactic). Aquests 5 microlitres
els introduirem en una placa de Petri, és a dir, en un recipient rodd de plastic,
de diferents diametres, de fons baix, amb una coberta de la mateixa forma que
la placa, pero una mica més gran de diametre, perque es pugui col-locar

damunt i tancar el recipient.

Utilitzem la técnica de sembra en una placa de Petri en superficie. La placa
contindra préviament un mitja de cultiu solidificat adequat pel creixement dels

bacteris.

Amb I'ajuda d’'una espatula de Drigalsky repartirem la mostra de bacteris fins la

seva absorci6 total pel medi de cultiu®®.

Quan ja tinguem totes les plaques sembrades amb cadascun dels productes
lactics els col-locarem a I'estufa a 37°C, que és la temperatura optima per a la

reproduccié dels bacteris.

% Veure annexes (figura 4).
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D’aguesta manera i al cap de 72h vaig observar el cultiu de bacteris que va

créixer en cada placa.

Cal destacar que en aquest procés és facil que alguna placa pateixi una
contaminacié, perd en el meu cas aixd no va succeir, per tant, vol dir que la

practica la vaig realitzar correctament i dins d’'una atmosfera que evitava la

contaminacio.

2.2.3. Producci6 d’un iogurt

En la segona part de la practica vull estudiar quina bacteri és més optim per a

la produccio de iogurt.
Per a comprovar-ho vaig escollir cinc tipus de llets diferents en les quals
introduiriem els cinc tipus de bacteris.

Les llets escollides son:

e llet omega3

e llet enriquida amb calci
e llet desnatada

e lletfresca

e llet sencera ecologica.

Mitjancant una pipeta vaig introduir 5 microlitres de la mostra 1 de cada

producte lactic en 5mL de llet en un tub d’assaig.

Quan totes les llets tenen els bacteris de cada producte, col-loquem els tubs a
I'estufa a 37°C.

Al cap de 24h vaig comprovar que el pH de Activia solid, Activia liquid era un

33



pH2, en canvi, vaig comprovar que en I'’Actimel, el Danone natural i Mi primer
Danone a les 24h el pH era 7, per tant els vaig deixar a I'estufa fins a les 72h,
en aguest punt el seu pH ja era de 2, és a dir, el pH propi dels iogurts, un pH
acid.

Per tant els bacteris més optims per a la produccié de iogurt sén els provinents

de I'Activia solid i I'Activia liquid, que son el Bifidus actiregularis.

3. Lapublicitat dels productes grobi(‘)tics37.

3.1. Que hi ha de veritat en la publicitat dels productes

probiotics lactics.

Uns dels productes probiotics que es consumeixen i es comercialitzen amb
meés frequencia son els que suposadament milloren el sistema immunitari,
concretament de la marca Danone, I'’Actimel.

Segons la web de Danone® se'ns defineix I’Actimel com una llet fermentada,
amb els cultius propis d'un iogurt (Lactobacillus bulgaricus i Streptococcus
thermophilus) i enriquida amb L-Casei DN-114 001 (un ferment patentat en
exclusiva per Danone, rigorosament seleccionat fa 15 anys entre més de 3000
especies per les seves caracteristiques especifiques) i vitamines D i B6, que
ajuden al normal funcionament del sistema immunitari.

Actimel és el producte patentat per Danone. Aquest producte ha donat lloc a

molts altres de diferents marques blanques.

Recentment va apareixer un conflicte que plantejava si vertaderament el bacteri
L-Casei de I'Actimel, ajudava al sistema immunitari.

Anem a analitzar en deteniment si aquest argument és cert o0 no.

%" Veure annex 2, comparativa de les composicions nutricionals per 100gr dels diferents
marques de probiotics lactics i comparacié de preus dels diferents productes estudiats.

% http://www.actimel.es/ca/actimel/¢, que-es-actimel/
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Segur que si fem una enquesta en la qual mostrem un envas d’Actimel i
preguntem: “Qué és el que fa que aquest producte ajudi al sistema immunitari
del cos huma?” més del 90 % ens respondra: “Doncs els Lactobacillus aquells,
els L.Casei de I'Actimel .

Excel-lent pel departament de marqueting de Danone.

A I'envas d’Actimel comprovem que a part del L.Casei de Danone hi han afegit
la vitamina B6 i la vitamina D. “El desayuno de las defensas” . Aquest eslogan
és el que es transmet en les campanyes publicitaries de radio, televisio,
internet, etc. Si no fos cert, Danone de ben segur que no ho faria. Per tant, ara
anirem a veure com I'empresa Danone ho argumenta.

Quan observem amb deteniment I'embolcall de cartré de I'Actimel, a la part
superior dreta de la darrera “s” de la paraula “defensas” hi ha un asterisc molt
petit que et condueix a la frase transcrita “Las vitamina B6 + D contribuyen al

normal funcionamiento del sistema inmunitario. El sistema inmunitario es parte

de las defensas”.

S DANCRE ARG

INO DE LAS DEFENSAS
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Segons Danone, els L-Casei no son els responsables de que I'Actimel ajudi al
sistema immunitari. Per tant Danone no ho fa constar a I'ampolleta. La
verdadera responsable és la vitamina B6. Afegim que la vitamina B6 esta
també disponible, de manera més barata i en quantitat meés elevada, en molts

dels aliments que prenem cada dia®.

Segons l'estudi de la EFSA* sobre la vitamina B6, aquesta, contribueix al
funcionament normal del sistema immunitari quan es compleixen certes
condicions optimes.

Aquest informe indica que no tan sols no hi ha evidéncies que I'abséncia d’'una
aportacio externa de vitamina B6 pot perjudicar el funcionament normal del
sistema immunitari, siné que I'esmentada vitamina es pot aconseguir sense cap
tipus de problema amb una dieta equilibrada, per la qual cosa no son
necessaris suplements externs, com ara I’Actimel.

Es molt freqiient la preséncia de vitamina B6 en molts aliments: carn, ous, peix,
verdures, llegums, fruits secs, pa,...inclus a la propia llet amb la que s’elaboren
els probiotics. Les deficiéncies dietétiques de la vitamina B6 s6n molt escasses.

Com a conclusié podem dir que el component de I’Actimel que vertaderament
és responsable de I'ajuda al sistema immunitari no és L-Casei, sind que és la

vitamina B6.

En altres margques blanques el dubte sobre qui és el responsable de I'ajuda al
sistema immunitari esta més ben resolt. Per exemple en la marca blanca L-
Casei d’ Hacendado, fa publicitat graficament que el seu producte “Ayuda al
normal funcionamiento de tu sistema inmunitario”. A I'embolcall de cartré veiem
a la dreta una taca blanca de llet de la que hi surten unes gotetes. Una de les
gotetes és un petit asterisc que et condueix al text ” La vitamina B6 contribuye

al normal funcionamiento del sistema inmunitario. Se recomienda el consumo

% Per extreure aquestes conclusions ens hem basat en l'estudi realitzat per la revista
scientiablog. (http://scientiablog.com/2012/06/18/la-verdadera-historia-del-actimel-ii-me-siento-
enganado-por-danone/)

9 'Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA) evalGiaa i comunica el risc a la Uni6
Europea sobre la seguretat dels aliments i pinsos.
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de una unidad al dia que, acompafado, de una alimentacion variada y
equilibrada y un estilo de vida saludable, pueden aportar al menos el 15% de la

CDR en vitamina B6".
¥

B> MCEND ) . Fecha de caducidad (Dia/M&Sriuete
“Cechelfermentadalceon

N = @ —

Ayuda al normal funcionamiento de tu

SISTEMA INMUNITARIL.

Podem observar que no hi ha cap mencié als L-Casei pel que fa a I'etiquetatge

del L-Casei d’ Hacendado.
A l'altra marca blanca estudiada, L-Casei de Carrefour, no s'‘esmenta la

vitamina B6. Per la qual cosa no poden dir res respecte a que aquests

productes ajudin al sistema immunitari.
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Gracies a la inversié en marqueting de Danone, el public ja associa els L-Casei
amb els esmentats beneficis, que son erronis.

Danone té un bon departament de publicitat i marqueting i estan venent
productes que prometen efectes beneficiosos per la salut quan el producte que

causa aquests efectes és un altre diferent i que es pot trobar facilment.

Per tant, podem concloure que comprar Actimel o marca blanca pels
Lactobacillus esperant que ajudin a les defenses és una errada. L'Unic
component que pot ajudar és la vitamina B6 i es troba en aliments més

economics i en quantitat més gran.

Pel que fa a la informacio nutricional d’Actimel i la d’Activitas, a la taula 3 veiem
que hi ha els mateixos nutrients i en gairebé les mateixes proporcions, amb

excepcio de les vitamines B6 i E que aporta Actimel i Activitas no.

4.Conclusions

Com que l'estudi dels aliments funcionals és molt ampli. M’he centrat en els
probiotics i més en concret en els probiotics lactics.

La part teorica m’ha permés aprofundir en aquest camp: que sbén, com
contribueixen a la salut humana, les seves funcions cliniques i els mecanismes

d’accio.

En la part practica del treball vaig voler confirmar: si els microorganismes que
contenen els aliments probiotics lactics estudiats han d’estar vius aixi com
verificar si la informacio que ofereixen les marques comercials en els productes
contenen és certa. Per altre banda m’he centrat en el recompte dels bacteris de
diferents productes lactics.

També m’ha interessat comprovar quin tipus de bacteri lactic és més apte per
la produccié d’'un iogurt.

Un dels objectius era esbrinar, mitjancant el recompte de cél-lules bacterianes,

si hi havia cél-lules vives en els producte probiotics estudiats, i efectivament,
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els microorganismes que contenen els probiotics lactics estudiats, estan
definitivament vius, tal com hem pogut comprovar en la segona part de la
practica. Si els organismes no haguessin estat vius no haguéssim pogut
obtindré iogurt a partir d’ells. Com que al introduir bacteris a la llet si que vam
poder obtenir iogurt, podem treure la conclusido de que efectivament estaven

vius.

Els productes lactics comercials analitzats han estat: Actimel de la marca
Danone, mi primer Danone de la marca Danone, Activia liquid i Activia iogurt.
He pogut corroborar que, efectivament, els bacteris anunciats en el envas sén
els que conté el producte analitzat. S6n respectivament Lactobacillus casei en
Actimel i mi primer Danone i Bifidus actiregularis en Activia liquid i Activia solid.
A aquesta conclusié hi hem pogut arribar gracies a la practica al laboratori.

El seglient apartat del treball ha estat fer comparatives de quin bacteri €és més
veloc a I'hora de produir iogurt i en quin estat del producte (liquid/solid) és més
eficag.

Hem realitzat la practica introduit cada tipus de bacteri probiotic en tots els tipus
de llets escollides. El resultat ha estat que els bacteris provinents de I'Activia
solid i I'Activia liquid, que son el Bifidus actiregularis son els més optims per a
la produccié del iogurt ja que han estat més velocos.

El recompte de viables m’ha permeées concloure que efectivament els bacteris
estan vius, ja que si no ho haguessin estat no haguéssim pogut obtindré iogurt

a partir d’ells.

A l'analitzar la publicitat he arribat a la conclusié que la publicitat és exagerada
en alguns casos i que intenta vendre el producte donant una informacio certa,
conté milions de Lactobacillus, perdo enganyosa fent veure que el producte és
completament necessari per a les nostres defenses, gairebé com un

medicament preventiu.

Com hem vist, la llei estableix uns limits per a la publicitat per tal de no

confondre la poblacié. Danone, comparant Actimel amb un medicament ha
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sobrepassat aquests limits inflant al maxim el valor dels seus producte i abracar

el maxim possible d’edats i condicions socials.

Durant el temps que he executat el treball de recerca m’ho he passat molt be i
he aprés molt tant pel que fa a probiotics com, sobretot, en tecniques de

laboratori que malauradament no podem aprendre durant el batxillerat.

He fet molta recerca d’informacio via internet, intentant sempre esbrinar quina
informacio extreta era certa i estava comprovada cientificament. Els llibres

especialitzats m’han ajudat molt a fer una bona seleccié d’aquesta informacio.

Els probidtics és un tema molt estudiat i, particularment, he volgut donar un toc
d’originalitat creant el meu propi iogurt a partir de colonies de bacteris aillades

de productes comercials.
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6. Annexos

ANNEX 1
Especie de Lactobacillus Codigo de cepa ICBapHS5 ICBapH8
L. rewteri 3 0.088 0.077
L. vaginalis 15 0.127 0.215
L. vaginalis 20 0.117 0.203
L. rewteri 12y13 0.113 0.083
L. rewteri 25 0.103 0.116
L. rewteri 26 0.077 0.203
L. plantarum 27a 0.111 0.279
L. plantarum 27b 0.101 0.202
L. plantarum 27c 0.090 0.083
L. plantarum 27d 0.130 0.185
L. plantarum 27e 0.125 0.200
L. plantarum 28a 0.111 0.189
L. rewteri 28b 0.103 1.090
L. rewteri 29 0.110 0.274
L. salivarius 30 0.062 0.153
L. rewteri 3la 0.096 0.089
L. rewteri 31b 0.144 0.089
L. rewteri 34a 0.107 0.114
L. rewuteri 34b 0.156 0.242

Taula 1. Podem observar diferents exemples de soques de probiotics amb el
seu nom especific i en codi de la seva soca. (Pag: 18)
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ANNEX 2 (Pag.33):

Comparativa de les composicions nutricionals per 100g de les diferents
margues de probiotics lactics.

Les composicions nutricionals dels productes Actimel de Danone, Activitas
d’Eroski, L.Casei de Carrefour Discount, L.Casei de Hacendado, son:

e Actimel Danone: Energia: 84 Kcal; proteines: 2,8 g.; hidrats de carboni:
11,6 g (dels quals 11,5 g son sucres); grasses: 2,6; fibra alimentaria: 0 g. ;
Vitamina B6: 0,21 mg.

e Activitas d’Eroski: Energia: 75 Kcal; proteines: 2,8 g.; hidrats de carboni:
12,7 g (dels quals 10,9 g sbén sucres); grasses: 1,4 g ; fibra alimentaria: 0 g.

e L.Casei de Carrefour Discount: Energia: 81 Kcal; proteines: 2,9 g.; hidrats
de carboni: 14,7 g (dels quals 14,3 g son sucres); grasses: 1,2 g ; fibra
alimentaria: 0 g. ; Vitamina B6:0,21 mg.

e L.Casei de Hacendado: Energia: 75 Kcal; proteines: 2,4 g.; hidrats de
carboni: 12,7 g (dels quals 12,7 g son sucres); grasses: 1,6 g ; fibra
alimentaria: 0 g.

La principal diferencia que veiem entre els diferents productes és la abséncia

de vitamina afegides en la marca Activitas d’Eroski i L.Casei de Carrefour
Discount.

Comparativa sobre el preu dels probiotics lactics estudiats.

Pel que fa al preu, els productes de marca blanca costen 40% menys que
I’Actimel de Danone.

FIGURA 3

T Espatula Drigalsky

Imatge de la sembra en superficie d’un cultiu de bacteris en una placa de Petri.
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ANNEX 4: Treball de laboratori. El procés en fotografies.

Autoclau: aparell que
vam utilitzar per a
esterilitzar.

Tubs d'assaig de plastic
amb les dilucions seriades
gue vam realitzar.
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Pipetes graduades

Bec Bunsen d'alcohol
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Procés en el qual agafavem
mitjancant la pipeta i una
punta de pipeta d'un 1mL, el
producte probiotic per fer-ne
les dilucions.

Introduccié de la dilucié 10° a
la camera de Neubauer
mitjancant una pipeta, per tal
d'observar els bacteris de
cada producte al microscopi.
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Camera de Neubauer
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Microscopi  optic  amb
objectiu d’immersié (100 x).

Observacio dels
bacteris mitjangant la
camera de Neubauer i
el microscopi optic.
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En aquestes fotografies
agafem amb la pipeta una de
les dilucions de cada
producte i la introduim en el
la placa de petri amb el medi
de cultiu agar MRS.

Quan tenim la mostra
introduida en la placa la
escampem per tota la placa
amb una espatula de
Digransky.
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Introduccié de les plaques
a l'estufa.
Haurem d’esperar 72 hores
per comprovar-ne els
resultats.
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Espectrofotometre,
aparell amb el qual
també podem calcular
el nombre de bacteris
d’un producte probiotic.
En aquest cas no el va
utilitzar).

Placa del bacteri del
Danone natural

Placa del bacteri
de I'Activia
Danone liquid
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Placa del bacteri
de I'Actimel
Danone liquid.

Placa del bacteri de
I’Activia Danone
solid

Placa del bacteri
de Mi primer
Danone
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Procés en el qual
agafem mitjancant la
pipeta una mostra de
cada tipus de bacteri
en les diferents llets
per comprovar quin
pH tenen i veure si ja
han fermentat.

Paper indicador de
pH.

En el nostre cas el
pH de tots els
iogurts va acabar
sent pH 2.
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