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DESCRIPCION
Sistema de seguridad para composiciones nutricionales en polvo

La presente invencién se refiere a una composicién nutriticional en polvo que comprende bacterias vivas de acido
lactico, a la utilizacion de bacterias vivas de acido lactico en composiciones nutricionales en polvo como un sistema
de seguridad contra el crecimiento de bacterias patégenas, a la utilizacion de bacterias vivas de acido lactico en
composiciones nutricionales en polvo para acidificar composiciones nutricionales en polvo, y a un método para
reducir la aparicion y/o crecimiento de bacterias patdégenas en composiciones nutricionales en polvo.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones gastrointestinales, que conducen a la diarrea, siguen estando entre las principales causas de muerte
durante la infancia y a menudo se deben a la contaminacion bacteriana del agua o de los alimentos.

La lactancia materna reduce la exposicién a estos patdégenos y también proporciona al nifio anticuerpos protectores
contra patégenos transmitidos por los alimentos, lo que resulta en una menor incidencia de diarrea. Sin embargo, la
lactancia materna no siempre es posible, por ejemplo, si una madre tiene que dejar a su hijo en casa o en la
guarderia durante el trabajo. Ademas, no se recomienda amamantar si existe riesgo de transmision del VIH
(Weinberg G. The dilemma of postnatal mother-to-child transmision of HIV: to breastfeed or not? Birth 2000; 27 (3)).

En el contexto de la presente invencién, se observa particularmente el hecho de que la alimentaciéon de férmulas
nutricionales puede aumentar los riesgos de infecciones gastrointestinales. Se observd que ciertos patégenos son
capaces de contaminar las féormulas infantiles en polvo después de la reconstitucién con agua. Por ejemplo, si el
agua del grifo utilizada para la reconstitucion no se esteriliza por ebullicién previa, un patégeno puede llegar a la
férmula liquida destinada a la alimentacion de un bebé, debido a su aparicion natural en sistemas de suministro de
agua o fuentes accesibles.

Sin embargo, la probabilidad de infeccién de un individuo aumenta si el patégeno esta presente en concentraciones
relativamente altas. Generalmente, si una férmula en polvo se consume rapidamente después de la reconstitucion
con agua, es probable que los patégenos estén ausentes o presentes en concentraciones muy bajas que no sean
suficientes para causar un estado de enfermedad en un individuo.

En realidad, y contrariamente a las prescripciones del producto, la composicion nutricional reconstituida a menudo
no se consume dentro de un tiempo razonablemente corto después de la reconstitucion. Una situacion problematica
tipica en el hogar se encuentra si un bebé se niega a beber toda la botella de férmula reconstituida y la madre deja
la botella medio vacia para un consumo posterior. En una clinica pediatrica puede ocurrir que varias botellas de
férmulas infantiles reconstituidas se preparen al mismo tiempo y se mantengan a aproximadamente 37 °C, una
temperatura que no solo es muy conveniente para el consumo, sino que implica condiciones de crecimiento 6ptimas
para varios patdgenos. Si una botella se administra solo después de varias horas de incubacién, un patdégeno ha
tenido tiempo suficiente para alcanzar altas concentraciones, o que aumenta la probabilidad de infeccién. Lo mismo
es cierto, por supuesto, si las condiciones ambientales ya apoyan el crecimiento de patégenos, como es el caso del
clima tropical calido o subtropical. Aqui unas pocas horas de temperatura ambiente pueden ser suficientes para que
un patégeno se desarrolle en una composicion reconstituida.

Se pueden concebir muchas otras circunstancias problematicas, tales como las descritas anteriormente, en las que
los patégenos que han encontrado su camino en una composicion nutricional reconstituida pueden explotar el
hébitat ideal formado por los abundantes macro y micronutrientes presentes en la composicion liquida. Una infeccion
de un individuo puede ser la consecuencia, seguida de una enfermedad y, dependiendo del tipo de patdégeno,
incluso la muerte.

La técnica anterior aborda los problemas relacionados con la contaminacion y la proliferacion de patégenos en
composiciones nutricionales tales como la férmula infantil de diversas maneras.

Una forma de resolver el problema es la adicién de un agente antimicrobiano especifico, como se muestra en el
documento WO 96/25054. Sin embargo, para los bebés, se debe evitar el consumo de agentes antimicrobianos de
forma regular debido a un potencial dafo al higado y, ademas, porque los agentes antimicrobianos a menudo
presentan efectos secundarios indeseables.

La solicitud europea EP 02028285.1 describe una férmula infantil en polvo, que se acidifica quimicamente con acido
lactico L+. Se descubrié que a un pH de 5 o por debajo de él en una férmula infantil reconstituida, el crecimiento de
patégenos tales como Salmonella typhium, Vibrio cholerae, entre otros, se puede suprimir de manera efectiva. El
documento EP-A-0 443 543 describe el uso de bacterias de acido lactico (por ejemplo, Streptococcus thermophilus)
para producir &cido en productos alimenticios (productos lacteos) como antimicrobianos contra bacterias patégenas.
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El documento WO-A-2004/054371 describe una féormula infantil en polvo reconstituible con acido lactico ahadido (de
bacterias de acido lactico) para disminuir el pH y evitar el crecimiento de microorganismos patégenos. En la
actualidad, uno puede encontrar férmulas infantiles en el mercado, que contienen probidticos, es decir, bacterias
vivas que tienen un efecto beneficioso sobre su consumidor. Los probiéticos han demostrado que generalmente
mejoran las condiciones intestinales de un consumidor; en concreto, se consideran para aliviar el estrefiimiento,
prevenir la diarrea, reforzar el sistema inmunitario, prevenir el cancer y aumentar la absorcion de minerales. Un
ejemplo de una férmula infantil en polvo que comprende probiéticos es BEBA2 HA, comercializado bajo la marca
registrada NESTLE, que comprende aproximadamente 2x10" UFC/g de colonias grobiéticas (Streptococcus
thermophilus y Bifidobacterium lactis). Esto corresponde a aproximadamente 3x10° UFC/ml en el producto
reconstituido.

El objetivo de la presente invencidon es proporcionar una férmula para lactantes aiun mas segura en polvo. En
particular, es un objetivo proporcionar una férmula en polvo para lactantes que incluya un sistema de seguridad que
evite que los patdgenos crezcan en la férmula después de su reconstitucion.

Es un objetivo adicional de la presente invencion proporcionar una férmula para lactantes en polvo en la que el
crecimiento de patdgenos se inhibe cada vez mas después de la reconstitucion, estando la férmula preferiblemente
libre de antibidticos o agentes antimicrobianos.

Otro objetivo de la presente invencidn es aumentar aun mas la seguridad de la formula para lactantes. En particular,
los riesgos de infeccion con patdgenos que conllevan retrasar el consumo de la formula en polvo después de la
reconstitucion deben reducirse.

Todavia otro objetivo de la presente invencién es una férmula infantil en polvo que comprende un sistema de
seguridad contra patdgenos, que no compromete esencialmente el sabor del producto, a menos que se haya
sometido a condiciones de almacenamiento inapropiadas.

Ademas, es un objetivo de la presente invencidon proporcionar una férmula infantil en polvo que, cuando se
reconstituye y se deja durante varias horas, produce una sefal 6ptica que indica que el producto ya no es adecuado
para alimentar a un bebé.

Ademas, es un objetivo de la presente invencidon aumentar la seguridad de las férmulas para lactantes sin utilizar
ingredientes adicionales o principios activos que habitualmente no estan presentes en las férmulas en polvo para
lactantes, y menos en los ingredientes, que generalmente no se recomiendan para el consumo de bebés, lactantes o
nifos.

Resumen de la invencion

Sorprendentemente, se descubrié que Streptococcus thermophilus TH4 vivo (DSM 15957) con la cantidad de 5x10”
UFC/g de polvo en una férmula infantil en polvo es capaz de acidificar muy rapidamente la formula infantil después
de la reconstitucion e inhibicion de bacterias patogenas.

Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona, en un primer aspecto, una férmula infantil en polvo que
comprende Streptococcus thermophilus TH4 vivo (DSM 15957) en una cantidad de al menos 5x10" UFC/g de polvo.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un método para reducir el crecimiento de bacterias
patégenas en formula infantil en polvo después de la reconstitucién, comprendiendo el método la etapa de incluir
Streptococcus thermophilus TH4 vivo (DSM 15957) en la formula infantil en polvo en una cantidad de al menos
5x10" UFC/g de polvo.

La invencion se extiende ademas a una férmula infantil en polvo que comprende Streptococcus thermophilus TH4
vivo (DSM 15957) que, si se reconstituye en agua de acuerdo con la prescripcion y se almacena a 37°C durante 6
horas, se caracteriza por una disminucién del pH de al menos 1 punto log. Preferiblemente, el pH de la formula
directamente después de la reconstitucion es superior a 5 pero cae a 5 0 menos 6 horas después de la
reconstitucion si se mantiene a temperatura ambiente.

En las Figuras 1 - 3, se muestran las concentraciones de tres bacterias patogenas diferentes en formulas infantiles
reconstituidas durante 6 horas después de la reconstitucion.

La Figura 1 muestra el destino de Escherichia coli, la Figura 2 Salmonella Typhimurium y la Figura 3 el de
Enterobacter sakazakii.

La presente invencidn proporciona una serie de ventajas inesperadas.
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En primer lugar, es sorprendente que se pueda afadir Streptococcus thermophilus TH4 (DSM 15957) a las
composiciones en polvo de manera que la acidificacion comienza muy pronto después de la reconstitucion y que
esto es suficiente para inhibir el crecimiento de patégenos en la composicion.

Ademas, el proceso de acidificacion debido a la actividad de las bacterias del acido lactico después de la
reconstitucion normalmente provoca una separacion de fases solo unas pocas horas después de la reconstitucion.
De esta manera, se proporciona a la madre una sefial 6ptica de que la formula se ha almacenado durante un tiempo
demasiado prolongado y que ya no se debe alimentar al bebé.

Ademas, el sistema de seguridad tiene una ventaja de sabor sobre las formulas infantiles que se acidifican directa o
biolégicamente con el fin de prevenir el crecimiento de patdégenos. La presente férmula no es muy acida
inmediatamente después de la reconstitucién ni se desarrolla acidez si la férmula reconstituida se almacena
adecuadamente, por ejemplo en condiciones de frio. Esto significa que la formula infantil de acuerdo con la invencién
es mas aceptable tanto para los bebés como para sus cuidadores que las férmulas permanentemente acidificadas
de la técnica anterior.

Descripcion detallada de la invencion

En el contexto de esta especificacion, la palabra "comprende" significa "incluye, entre otras cosas". No pretende ser
interpretado como "consiste en solo".

En el contexto de la presente invencion, las palabras "reconstituido de acuerdo con la prescripcion” significan que
una férmula infantil en polvo, que se comercializa o se vende como un producto, se reconstituye con agua, de
acuerdo con las indicaciones asociadas con el producto. Normalmente, el empaque del producto o el manual de
instrucciones que lo acompafia o las instrucciones de uso especifican la cantidad de liquido que se agregara a una
cantidad especifica de polvo.

En el contexto de la presente invencion, las palabras "disminucion en el pH de al menos 1 punto log" se refieren al
logaritmo en la base de diez. A titulo de ejemplo, se ejemplifica que una disminucién de pH 6,6 a pH 4,8 seria una
disminucion de 1,8 puntos log.

La férmula infantil en polvo de acuerdo con la presente invencion se puede caracterizar por su capacidad de producir
una disminucion en el pH de al menos 1 punto log después de la reconstitucion y el almacenamiento a 37 °C durante
seis horas. Preferiblemente, la disminucién del pH es al menos 1,5, mas preferiblemente al menos 1,7, incluso mas
preferiblemente al menos 2 y lo mas preferiblemente al menos 2,5 puntos logaritmicos. En una realizacion, la
férmula infantil en polvo de acuerdo con la presente invencidn se caracteriza porque, si se reconstituye en agua
segun la prescripcion y se almacena a 37 °C durante 6 horas, tiene un pH de 5 o menor. El almacenamiento a 37 °
durante 6 horas se puede realizar en un bafio de agua a 37 +/- 1 °C.

En el contexto de la presente invencion, el término bacterias vivas de acido lactico se refiere a una cepa o una
pluralidad de cepas bacterianas vivas presentes en la formula infantil en polvo y capaz de proporcionar el efecto
acidificante deseado después de que el polvo se reconstituye.

Como se indicé anteriormente, la formula infantil en polvo de la invencién no necesita ser fuertemente acida
inmediatamente después de la reconstitucion de acuerdo con la prescripcion. Preferiblemente, por lo tanto, la
férmula infantil de la invencién tiene un pH superior a 5, mas preferiblemente superior a 6, lo mas preferiblemente
superior a 6,5 directamente después de la reconstitucién de acuerdo con la prescripcion.

La bacteria de acido lactico esta presente en cantidades suficientes que permiten una disminucién en el pH de
acuerdo con la invencioén. Preferiblemente, se selecciona una bacteria de acidificacion relativamente rapida. En este
caso, la cantidad de UFC vivientes en la férmula infantil en polvo puede mantenerse relativamente baja.

Los representantes de estas especies estan disponibles para la persona experta. Por ejemplo, son ampliamente
utilizados en la produccién de yogur. Se pueden obtener, por ejemplo, de ALCE-PROBIOTICAL, Via P. Custodi, 12,
28100 Novarra, Italia; CENTRO SPERIMENTALEDEL LATTE (CSL), 26839 Zelo Buon Persico, (LODI), 3 Strada por
Merlin, Italia; Enriquecimiento de alimentos CSK, Pallasweg, 1, 8938, Leeuwarden, Paises Bajos
(http://www.cskfood.com); D.S.M. Food Specialties, Alexander Fleminglaan 1, 2613 AX Delft, Paises Bajos,
(www.dsm-foodspecialties.com), para enumerar solo algunos proveedores.

La bacteria de acido lactico esta presente en cantidades de al menos 5x10" UFC/g de férmula infantil en polvo,
preferiblemente cantidades de mas de 10®, mas preferiblemente cantidades superiores a 5x10° UFCl/g.

Después de la reconstitucion de acuerdo con la prescripcién, la férmula infantil comprende preferiblemente al menos
4x10° UFC/ml. Mas preferiblemente, la formula reconstituida comprende al menos 7x106, incluso mas
preferiblemente, al menos 10’, lo mas preferiblemente al menos 2x10® UFC/ml. Por ejemplo, la férmula infantil
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comprende, después de la reconstitucion de acuerdo con la prescripcion del producto, al menos 5x10® UFC/ml de
bacterias de acido lactico.

Preferiblemente, la cepa o cepas seleccionadas han adquirido la designacion GRAS de la FDA vy, por lo tanto,
generalmente se consideran seguras.

Preferiblemente, la cepa o cepas seleccionadas son probidticas.

La presente invencion proporciona sorprendentemente el uso de Streptococcus thermophilus TH4 vivo (DSM 15957)
para acidificar la féormula infantil en polvo después de la reconstitucién con agua. Hasta ahora, las bacterias se han
agregado a las formulas infantiles en polvo solo por sus propiedades probiéticas, como su efecto beneficioso sobre
la flora intestinal y el sistema inmunitario. La preparacién de una férmula infantil de acuerdo con la presente
invencion comprende las etapas de proporcionar una férmula infantil en polvo y la adicién de Streptococcus
thermophilus TH4 vivo (DSM 15957) a la misma.

La formula en polvo para lactantes de la invencién puede ser una férmula inicial, una férmula de seguimiento o una
leche en crecimiento, es decir, una composicién enriquecida a base de leche para alimentar a bebés y nifios
pequefos hasta la edad de tres a cuatro afios. Por simplicidad, el término "férmula infantil" se usa en este
documento para cubrir todos estos productos.

La formula infantil puede estar adaptada al suero, predominante en caseina, a base de soja y/o hipoalergénica.
Estos productos estan disponibles comercialmente y su método de produccion es conocido por la persona experta.
Muy brevemente, los ingredientes de las composiciones generalmente se hidratan, se tratan con calor, se
homogeneizan y se secan, por ejemplo se secan con rodillos o0 mediante pulverizacion.

Un ejemplo para la preparacion de una férmula infantil en polvo se describe en el documento WO 0122837. Esta
referencia describe ingredientes adecuados y, a partir de la pagina 7, linea 31 a la pagina 8, linea 21, ensefia cémo
se puede preparar una formula infantil en polvo.

La etapa de anadir bacterias vivas de acido lactico se realiza preferiblemente afiadiendo una preparacién bacteriana
en polvo, que puede mezclarse en seco facilmente con la férmula en polvo para lactantes. El experto conoce como
pueden obtenerse tales preparaciones. Ademas, estas preparaciones bacterianas en polvo que comprenden
bacterias vivas de acido lactico estan disponibles comercialmente de muchos proveedores. Muy brevemente, se
agrega un inoculo de bacterias de acido lactico a un medio que contiene nutrientes que la bacteria puede
metabolizar. El medio esta disefiado preferiblemente para soportar el crecimiento y/o la multiplicaciéon. La
temperatura del medio inoculado se ajusta a la temperatura de crecimiento 6ptima de la bacteria y se fermenta
durante 6 - 15 horas. Después de eso, las bacterias vivas del 4cido lactico se pueden separar del grueso del medio
fermentado y se pueden concentrar, por ejemplo, mediante filtracion o centrifugacion. Preferiblemente, se afiaden
materiales de soporte a las bacterias, tales como leche en polvo, o mono, oligo y/o polisacaridos, tales como
maltodextrina, por ejemplo. Muy a menudo, se agregan agentes protectores a la biomasa de las bacterias para su
proteccion durante el paso de secado. Luego, las bacterias se secan, por ejemplo, por congelacion, rodillo, lecho
fluidizado o por pulverizaciéon. El documento WO 98/10666 describe una composicion alimenticia deshidratada que
contiene bacterias de acido lactico probiético vivo.

En el documento WO 02/065840 A2, se describe otra forma de afiadir bacterias vivas a un producto consumible. En
consecuencia, la biomasa fresca de probioticos, después de ser concentrada, se pulveriza directamente sobre un
producto alimenticio seco. Dado que solo se debe agregar una pequefia cantidad de biomasa para obtener
cantidades suficientes de bacterias vivas, se puede omitir un proceso de secado en caliente, ya que el producto
alimenticio seco absorbe el agua aun presente en la biomasa. De esta manera, la supervivencia de las bacterias es
mucho mayor.

La formula en polvo para lactantes que comprende Streptococcus thermophilus TH4 vivo (DSM 15957) puede a
continuacion llenarse en paquetes adecuados y suministrarse en esta forma a un consumidor.

Ejemplo

Los siguientes experimentos estudian los efectos de diferentes cepas de bacterias de acido lactico sobre el
crecimiento de patdgenos en una formula infantil reconstituida. La foérmula infantii en polvo disponible
comercialmente con probidticos se compara con la formula infantil de acuerdo con la invencion con cantidades
incrementadas de probidticos especificos para aumentar la actividad de acidificacion en la composicion después de
la reconstitucion.

Materiales
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Formula infantil en polvo

NAN 1 y BEBA 2 HA son férmulas infantiles en polvo vendidas por compafias del grupo NESTLE en diversos
paises, tales como Suiza, por ejemplo. NAN 1 no contiene probioticos, mientras que BEBA 2 HA contiene
Streptococcus thermophilus y Bifidobacterium lactis a un nivel de aproximadamente 2x10” UFC/g cada uno.

BEBA 2 HA proporciona 477 kcal por cada 100 g del polvo y contiene 14,3 g de proteinas, 59,1 g de carbohidratos y
20,4 g de grasas. Los ingredientes son leche desnatada, lactosa, aceites vegetales, emulsionante (lecitina de soja),
minerales, vitaminas y las bacterias beneficiosas mencionadas anteriormente.

NAN 1 proporciona 519 kcal por 100 g de polvo y 68 kcal por 100 ml si se reconstituye de acuerdo con las
instrucciones. 100 g de polvo contienen 9,5 g de proteina, 58 g de carbohidratos y 27,7 g de grasas y 1,9 g de
minerales.

Los ingredientes basicos de los preparados para lactantes son fraccion de suero de leche desmineralizada, leche
desnatada, lactosa, aceites vegetales, fraccion de proteina de suero de leche, minerales y vitaminas. Las féormulas
también contienen nucledtidos.

Cepas probidticas

Streptococcus thermophilus (DSM 15957) Bifidobacterium lactis Bb12 (DSM 15954)

Ambas cepas se pueden obtener comercialmente con los nombres comerciales TH4 y Bb12, respectivamente, de
Christian Hansen Biosystems A/S (CHL), 10-12 Boge Allé. P.O. Box 407, DK-2970 Horsholm, Dinamarca.

Las cepas se liofilizaron por separado y se diluyeron en lactosa para el prop03|to del estudio. Para cada cepa, la
concentracion final en el polvo de lactosa liofilizada fue de aproximadamente 3x10° ufc/g.

Se afiadid un gramo de una o ambas cepas en el polvo a 100 ml de NAN 1 reconstituido para alcanzar una
concentracion final de aproximadamente 3x10” UFC/ml en la composicion infantil reconstituida. Donde se agregaron
ambas cepas, cada una de ellas estaba presente en esta concentracion.

Cepas expuestas

Enterobacter sakazakii Cepas FSM 155, 156 y 158
Salmonella enterica serovar Typhimurium Cepas FSM 444, 469 y 496
Escherichia coli O157:H7 (no toxigénica) Cepa FSM 222

Prueba de exposicion

Inoculacion

Las cepas expuestas se cultivaron individualmente en caldo de cultivo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid CM225)
durante aproximadamente 20 h a 37°C +1 °C, después del cual las cepas de la misma especie se juntaron y se
diluyeron en triptona sal (TS, Triptona; Oxoid L42; NaCl: Merck 6404). Se inocularon porciones de 100 ml de los
productos reconstituidos para alcanzar un nivel de aproximadamente 10® UFC/ml. Este nivel se eligio para permitir
una enumeracion relativamente precisa en caso de un aumento o una disminucion en los numeros de
microorganismos.

Incubacion

Las férmulas infantiles inoculadas se incubaron en un bafio de agua a 37 £ 1 °C durante hasta 6 h.

Enumeracion

Después de 0, 3 y 6 horas de incubacién, los patégenos se enumeraron con la técnica de vertido en placa usando
agar violeta rojo bilis glucosa (VRBG, Oxoid CM 485).

Medicién de pH
El pH se midié usando el sistema de autoquimica Orion 960.
Resultados

Calidad microbiolégica del polvo infantil NAN 1 antes de los experimentos
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El nimero de organismos mesofilos aerobios y Enterobacteriaceae estaba por debajo de 1 UFC/ml en el producto
reconstituido antes de comenzar la prueba.

Efecto de las cepas probidticas

Se reconstituyd NAN1 y las dos cepas problotlcas (Bb12, TH4) se afiadieron por separado o juntas para obtener una
concentracion de aproximadamente 3x10” UFC/ml en el producto. A continuacion, los productos se inocularon con
las cepas expuestas y se incubaron a 37 °C.

Las tres cepas expuestas iniciaron el crecimiento al cabo de 3 h en Nan 1. Aproximadamente en este momento, los
productos que contenian TH4 se volvieron inhibidores, véanse las Figuras 1 - 3. El crecimiento adicional de E. coli y
Salmonella se redujo y se detuvo totalmente para E. sakazakii. Después de 6 horas hubo una diferencia en los
recuentos de E. sakazakii de mas de 2 unidades logaritmicas en comparaciéon con el producto que no contenia
probidticos. El efecto inhibidor también se observé con NAN 1 que contiene tanto TH4 como Bb12, pero no con Bb12
solamente. La explicacion mas probable es que solo TH4 crece bien en el producto y comienza a producir acido
lactico, que acidifica el producto. Esto fue confirmado por mediciones de pH al final de los experimentos. En Nan 1,
el pH cayd de 6,6 en el producto recién reconstituido, a 4,3 cuando estaba presente TH4. Con solo Bb12 no hubo
caida en el pH, ver la Tabla 1 a continuacion.

El BEBA 2 HA que ya esta en el mercado contiene aproximadamente 2x10" UFC/g de cepas probidticas, que
corresponden a aprox. 3x10° UFC/ml en el producto reconstituido, es decir, mucho menos de lo que se afadié a
NAN 1 en este estudio. Como se muestra en la Figura 2, no se observé inhibicion con este producto, tampoco
disminuyé el pH (Tabla 1).

En las Figuras, se usan los siguientes simbolos:

- 0- representa las formulas infantiles NAN 1 que contienen B. lactis (3x10 UFC/mI)

- A- representa la formula infantil NAN 1 que contiene S. thermophilus (3x10 UFC/ml).

- @ - representan la férmula infantil NAN 1 que contiene B. lactis y S. thermophilus (3x10” UFC/mI cada uno).

- X - representan la formula infantil BEBA 2 HA que contiene B. lactis y S. thermophilus (3x10® UFC/ml cada uno).

El efecto inhibidor de las formulas infantiles suministradas con 3x10” UFC/ml de St. thermophilus (-A- y -e-), que se
acidifica rapidamente, se ve claramente después de tres horas.

Por el contrario, las formulas infantiles que no contienen o solo 3x10° UFC/mI de bacterias probidticas (-0- y -X-) no
son inhibidoras, incluso después de 6 horas. En este experimento, -0- representa una férmula infantil
comercialmente disponible que contiene probidticos en cantidades que no son suficientes para obtener el efecto
protector o de seguridad de acuerdo con la presente invencién.

Tabla 1. pH en preparados para lactantes que contienen diferentes cepas probidticas y de cepas expuestas
Producto Cepals probidtica/s | pH en producto | pH después de 6 h a 37 °C
reconstituido E. coli O157/H7 Salmonella Typhimurium
NAN 1 6,6
NAN 1 Bb12 6,1 6,3
NAN 1 TH4 4,3 4,3
NAN 1 Bb12 + TH4 4,3 4,3
BEBA2HA | Bb12 + TH4 6,6 6,6 6,6
Conclusién
Acidificacion

La separacion / coagulacion observada de productos acidificados tras un almacenamiento prolongado en
condiciones favorables para el crecimiento de microorganismos, podria servir como un indicador de almacenamiento
de abuso. En este caso, evitara el uso y protegera al consumidor de eventuales peligros microbiolégicos.

Probioético

La cepa probidtica Streptococcus thermophilus TH4 (DSM 15957) puede limitar el crecimiento de bacterias
patégenas en NAN 1, sin embargo, existen algunas limitaciones en su uso:

para lograr un efecto antimicrobiano, se deben agregar cantidades suficientes de bacterias probidticas
(aproximadamente 5-10 veces mas que el aplicado en la féormula probidtica actualmente disponible en el mercado).
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La cantidad y tipo de bacteria probiotica, que se agrega como un sistema de seguridad a las necesidades
nutricionales en polvo, se debe determinar de acuerdo con el principio de que el pH de la composicién nutricional,
después de la reconstitucion y el almacenamiento a 37 °C durante 6 horas es preferiblemente de 5 0 menos.

Esto se puede lograr equilibrando la capacidad de acidificacién de la bacteria del acido lactico seleccionada con la
cantidad de bacterias vivas que estaran presentes en la formula en polvo. Preferiblemente, se selecciona una
bacteria de acido lactico que se acidifica rapidamente, con el fin de mantener la cantidad de bacteria viva afiadida a
la composicion lo mas baja posible.



10

15

20

ES 2 668 552 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para reducir el crecimiento de bacterias patégenas en una féormula infantil en polvo después de su
reconstitucion, comprendiendo este método la etapa de incluir bacterias vivas de acido lactico en la formula infantil
en polvo en una cantidad de al menos 5x10” UFC/g de polvo, la bacteria de acido lactico es Streptococcus
thermophilus TH4. (DSM 15957)

2. El método de la reivindicacion 1, en el que las bacterias de acido lactico vivas estan presentes en una cantidad de
al menos 10% UFC/g de polvo.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que las bacterias de acido lactico vivas estan presentes en una cantidad
de al menos 5 x 10® UFC/g de polvo.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicha férmula infantil en polvo comprende
Bifidobacterium Bb12. (DSM 15954)

5. Un método para preparar una férmula infantil en polvo que comprende bacterias de acido lactico para inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas, comprendiendo el método la etapa de preparar una férmula infantil en polvo y
afadir bacterias vivas de acido lactico en una cantidad de al menos 5x10” UFC / g de polvo para la formula infantil,
en la que la bacteria del acido lactico es Streptococcus thermophilus TH4. (DSM 15957)

6. El método de la reivindicacion 5, en el que dicha férmula infantil en polvo comprende Bifidobacterium Bb12. (DSM
15954)
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Figura 1

Escherichia coli O157:H7
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Figura 2

Salmonella typhimurium
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Figura 3
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Enterobacter sakazakii
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