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RESUMEN

Un alimento puede ser considerado "funcional”, si esta satisfactoriamente demostrado que
influye en forma beneficiosa sobre una o mas funciones del organismo, mas alla de
adecuados efectos nutricionales. Los prebidticos se ajustan perfectamente a la anterior
definicion, por lo cual, tienen la capacidad de ser incluidos en las formulaciones para
generar alimentos y bebidas con dicha funcionalidad; Estas ultimas se han establecido en
la preferencia de los consumidores, ya que ademas contribuir a la hidratacion, le
proporcionan una mejor digestion, debido al porcentaje de fibra que proporciona el
prebiotico. Por lo cual el objetivo de este trabajo fue incorporar este ingrediente funcional
a una bebida base agua sabor naranja. Para la elaboracion de esta bebida se realizé una

cinética de crecimiento utilizando Lactobacillus delbrueckii como bacteria prebidtica, para

observar el comportamiento con cada uno de los prebidticos utilizados
(Isomaltooligosacaridos, inulina y fructooligosacéridos), manteniendo un blanco de control;
Esto con el fin de conocer que prebidtico mantenia un crecimiento mas estable y rapido
tiempo de duplicacién, y de esta manera establecer el principal criterio de eleccién para la
realizacién de la bebida saborizada, no obstante, siempre teniendo en cuenta, que este
prebiotico fuera capaz de resistir un p.H bajo. Una vez cumplido los anteriores criterios, se
realizaron dos formulaciones, haciendo la diferencia entre dichas, un solo atributo, el
“dulzor’ (°Bx), este atributo se fue sometido a una evaluacion sensorial, para obtener el
grado de preferencia e inclinarnos a esta formulacion, la cual se le aplicaron los analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos correspondientes. El presente trabajo muestra los
resultados obtenidos en la caracterizacién de una bebida funcional, y sus conclusiones

obtenidas al respecto.



1. MARCO TEORICO

1.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

El término alimento funcional surge por primera vez hace 14 afios en Japén, donde
actualmente gozan de una gran aceptacion y demanda. Este pais fue pionero en
establecer un sistema de aprobacion para los alimentos funcionales, basado en
resultados de investigaciones sobre los beneficios para la salud de productos concretos o
de sus componentes. De este modo, en la década de los 80’s se publico la
reglamentacion para los "Alimentos para uso especifico de salud" ("Foods for specified
health use" o FOSHU), referidos a aquellos alimentos que contienen componentes que
desempefan una funcién favorable y especifica en las funciones fisiologicas del

organismo humano, que van mas alla de su contenido nutricional.

En abril de 1996 se celebrod en Francia la primera reunién plenaria en la que se discutio el
estado actual de la ciencia de los alimentos funcionales. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se establecieron diferentes areas de aplicacion de los alimentos funcionales:
crecimiento y desarrollo, metabolismo y utilizacion de sustancias, defensa antioxidante,
prevencion y tratamiento de enfermedades o factores de riesgo cardiovascular, fisiologia o

funcion del tracto gastrointestinal, comportamiento y funciones psicolégicas (Arai, 1996).

Actualmente existen muchos alimentos funcionales en el mundo. Estados Unidos es uno
de los paises que tiene claro el objetivo de los alimentos funcionales para llegar a prevenir
enfermedades en la poblacion. Resulta facil encontrar barras de cereales especiales para
mujeres de mediana edad, suplementadas con calcio para prevenir la osteoporosis, o con
proteina de soja para reducir el riesgo de cancer de mama, con acido félico, para un
corazdén mas sano, panecillos energizantes y galletas adicionadas con proteinas, zinc y

antioxidantes.

En Alemania se comercializan golosinas con vitamina Qo y vitamina E. En ltalia las
gondolas de los supermercados ofrecen yogures con omega 3 y vitaminas y Francia
ofrece azucar con fructooligosacaridos anadidos para favorecer el desarrollo de la flora

intestinal.

En los supermercados espafnoles ya se ofrecen unos 200 tipos de alimentos funcionales.
La mayoria de ellos pertenecen al grupo de los lacteos, aunque también existen zumos

con aportes extras de vitaminas, minerales, fibra o cereales con fibra (Arai, 1996).




1.1.1 Definicién

Cualquier alimento en forma natural o procesada, que ademas de sus componentes
nutritivos contiene componentes adicionales que favorecen a la salud, la capacidad fisica

y el estado mental de una persona.

El calificativo de funcional se relaciona con el concepto bromatolégico de "propiedad
funcional", o sea la caracteristica de un alimento, en virtud de sus componentes quimicos

y de los sistemas fisicoquimicos de su entorno, sin referencia a su valor nutritivo.

En Europa se define alimento funcional a "aquel que satisfactoriamente ha demostrado
afectar benéficamente una o mas funciones especificas en el cuerpo, mas alla de los
efectos nutricionales adecuados en una forma que resulta relevante para el estado de

bienestar y salud o la reduccién de riesgo de una enfermedad” (Roberfroid, 2000).

Aunque el término alimentos funcionales no es una categoria de alimento legalmente
reconocida por la Administracion de alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos,
recientemente sucedieron algunos cambios legislativos acerca de la informaciéon que
deben contener las etiquetas de los productos relacionados con beneficios funcionales de
los alimentos. Las regulaciones en la NLEA (Ley de Etiquetado y Regulacion Nutricional) y
de la DSHEA (Ley de Suplementos Dietéticos Salud y Educacion) se encaminan a
preparar el camino legal en que se debe fundamentar el uso de estos productos. La
posicién oficial de la U.S. Food & Drugs Administration (FDA) es: "Las sustancias

especificas de los alimentos pueden favorecer la salud como parte de una dieta variada"

Los alimentos funcionales como tal, deben tener unas caracteristicas determinadas como

son:

e Ser alimentos que se manipulen para conseguir algun beneficio extra, por eliminacién,
reduccién o adicién de algun componente.

e Los alimentos funcionales son basicamente alimentos “clasicos” pero llevan
incorporado nuevos componentes alimentarios o no alimentarios, siempre que tengan
un claro efecto beneficioso.

e La base de la alimentacién, es una alimentacién completa y variada.

e Los alimentos funcionales, complementan la funcién nutritiva y la prevencion de
ciertas enfermedades. Hay que tener en cuenta que las cantidades deben ser las

normalmente consumidas en la dieta. (Alvidrez, 2002).




La presentacién de un alimento funcional, tiene que ser como la de un alimento, sin
modificar sus caracteristicas. Entre la gran variedad de alimentos funcionales que existen,
destacan los enriquecidos con vitaminas, minerales, fibra alimentaria o acidos grasos.
Ademas, hay alimentos a los que se les ha anadido sustancias biolégicamente activas,
como los fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probioticos, que contienen cultivos vivos
de microorganismos benéficos (Mazza, 2000). En el cuadro 1 se muestran algunos

alimentos funcionales y que efectos presentan estos sobre el organismo.

Cuadro 1. Tipos de alimentos funcionales y efectos sobre el organismo.

Ingredientes Efectos Ejemplos

Funcionales

Probidticos Mejoran la funcion intestinal Lactobacilos y
bifidobacterias

Prebidticos Favorecen el crecimiento de las bacterias | Fructooligosacaridos

intestinales beneficiosas (Cereales integrales)
Vitaminas Reducen el riesgo de enfermedades | Vitamina B6, Vitamina
cardiovasculares y osteoporosis B12, &cido fdlico, vitamina

D y vitamina K.

Minerales Reducen el riesgo de osteoporosis y | Calcio, magnesio y zinc.

fortalecen el sistema inmune. (Productos lacteos)

Antioxidantes | Reducen el riesgo de enfermedades | Vitamina C y E, carotenos,

cardiovasculares y el desarrollo de tumores | flavonoides y polifenoles

(zumos)
Acidos Reducen el riesgo de enfermedades | Acidos grasos Omega 3.
grasos cardiovasculares y el desarrollo de | (Lacteos, huevos)

tumores. Reducen los sintomas de la
Acido Linoleico Conjugado

(CLA) (Lacteos)

menopausia.

Fitoquimicos |Reducen los niveles de colesterol y los|Fitoesteroles, isoflavonas y
sintomas de la menopausia. lignina.  (Margarinas vy

lacteos)

Fuente: Mazza G; 2000; Alimentos funcionales. Aspectos bioquimicos y de procesado. Acribia; Zaragoza, Espafa.




1.1.2. Beneficios

Los alimentos funcionales tienen como objetivo modificar o potenciar las “propiedades

saludables” de alguno de sus componentes.

Segun el concepto tradicional de nutricion, la principal funcion de la dieta es aportar los
nutrientes necesarios para el buen funcionamiento del organismo. Este concepto de
“nutricibn adecuada” se esta sustituyendo por el concepto de “nutricion éptima”, que se
trata de aquella que ademas, contempla la posibilidad de que algunos alimentos mejoren

nuestra salud y contribuyan a prevenir determinadas enfermedades.

Precisamente por este planteamiento aparecen los alimentos funcionales, cuyo desarrollo
se basa en la relacion entre dieta y salud. Se conocen muchas enfermedades crénicas
que estan relacionadas directamente con la nutricibn y muchas de ellas podrian
prevenirse con una dieta adecuada; un ejemplo de esta relacion dieta-salud son las
enfermedades cardiovasculares, ya que mas del 30% de los casos se atribuyen a habitos

de alimentacion inadecuados.

Se ha demostrado que existe una gran variedad de micro-componentes de la dieta que
puede influir en la capacidad de un individuo para alcanzar todo su potencial genético y
minimizar el riesgo de enfermar. La respuesta del organismo ante el consumo de un
alimento funcional depende de diversos factores incluyendo los genéticos, el estado

fisiolégico y la composicion de la dieta completa.

1.2. BEBIDAS FUNCIONALES

A pesar del creciente interés en las bebidas funcionales no existe una definicion
establecida a nivel universal, sin embargo, los expertos tienden a coincidir en que éstas
son un alimento integral que pueden beneficiar a la salud mas alla de la nutricion basica.
Todas las bebidas contribuyen a la hidratacién, pero algunas también proporcionan
nutrientes importantes ingredientes funcionales que favorecen la salud o, en algunos
casos, si se los incorpora como parte de una dieta saludable, reducen el riesgo de

padecer determinadas enfermedades.



1.2.1. Innovacion cientifica de las bebidas funcionales

La ciencia de las bebidas y de la innovacion se ocupan de:

e Encontrar nuevos modos de contribuir a que las personas se sientan mejor, tengan un
mejor desempefio y lleven vidas mas sanas.

¢ Mantenerse a la vanguardia de las tendencias que emergen en temas de salud y
ciencia de la nutricion, y comprender cémo éstas se relacionan con la salud y las
necesidades de bienestar de las personas.

e Utilizar los conocimientos en nutricion, los recursos cientificos y las percepciones del
consumidor para brindar los beneficios nutritivos que los consumidores desean

encontrar en bebidas deliciosas, practicas y con un precio razonable.

Las necesidades y preferencias de los consumidores estan en el centro de todo lo que
hacemos para innovar nuestras bebidas. Al escuchar a los consumidores y aplicar
nuestros conocimientos acerca de investigaciones sobre nutricion, formulaciéon de bebidas
y estilos de vida del consumidor, nos esforzamos en crear "soluciones en bebidas" que
resuelvan los desafios de la nutricibn que se les plantean a las personas

(www.beverageinstitute.org).

1.2.2. Panorama actual de las bebidas funcionales

A pesar de que los refrescos acaparan el mayor mercado con un 40% del volumen total,
los consumidores adquieren cada vez mas bebidas saludables, especialmente en los
paises desarrollados, ya que las principales razones como la obesidad, con debates sobre
las restricciones publicitarias y de venta, estan empujando al consumidor a replantearse

las opciones.

El segmento de las bebidas funcionales es el que esta creciendo con mayor rapidez,
aunque desde una base escasa, debido a que en el afio del 2003, estas ocupaban el
ultimo lugar dentro de toda la diversificacion de bebidas. Las bebidas deportivas
estuvieron en segundo lugar con un 13% seguida por las bebidas energéticas con un 8%

y finalmente las bebidas funcionales con un 3%.

Entre los factores que apuntan hacia la creciente importancia de la funcionalidad en

bebidas, se encuentran:



e Los principales fabricantes de refrescos recurren con una frecuencia cada vez mayor a
la “funcionalidad afiadida” como medio para avivar los productos dominantes.

¢ Algunos fabricantes mas pequefos han recurrido a la funcionalidad para diferenciar su
oferta de productos.

e La salud y el bienestar se han convertido en temas criticos de politica publica,
mientras el mundo afronta una epidemia de obesidad y los problemas de salud que
conlleva.

e Dado que la presidén de los precios disminuye los margenes, y en consecuencia los
programas de inversion de los comerciantes de refrescos, la funcionalidad proporciona
un rumbo hacia la futura rentabilidad.

Sigue habiendo muchos retos, como la comunicacion efectiva de marketing, la necesidad

de una educacion del consumidor y la competicion intensa para obtener distribucién. Pero

la importancia fundamental de la salud y el bienestar deberian allanar el camino para un

crecimiento continuo de los productos funcionales (Roethenbaugh, 2005).

1.3. INGREDIENTES DE LAS BEBIDAS SABORIZADAS COMERCIALES

Para poder desarrollar productos novedosos, atractivos, econdémicos y sobre todo
saludables es necesario conocer los principales ingredientes utilizados en la industria de
bebidas para combinarlos adecuadamente y crear alternativas especificamente dirigidas
para ciertos segmentos de la poblacion. Los ingredientes principales utilizados en la

industria de elaboracidn de bebidas saborizadas son los siguientes:

1.3.1. Colorantes

Los colorantes son sustancias quimicas naturales o sintéticas que confieren color. Estos

se clasifican en:

e Colorantes Naturales.- Entre ellos destacan: carotenoides, clorofilas, antocianinas,
flavonoides, etc.

e Colorantes Sintéticos.- Es aquel que posee una pureza de grado alimentario, es

soluble y esta certificado por la U.S. Food and Drug Administration (FDA).

1.3.2. Conservadores
Previenen el crecimiento microbiano de hongos, levaduras y bacterias. La efectividad de

estos aditivos depende de varios factores como:



e Especificidad.- Algunos tienen un amplio espectro de accion, mientras que otros son
especificos para un determinado grupo de microorganismos

e El nivel inicial de contaminacion.- Los productos altamente contaminados no pueden
reducir su carga microbiana por adicion de conservadores, ya que es un método

preventivo y no correctivo.

El benzoato de sodio y el sorbato de potasio son los conservadores mas utilizados, estos

se utilizan en una concentracién de 0.05 — 0.10% con respecto a la bebida final.

1.3.3. Acidulantes

Los acidos desempefian un papel fundamental en la determinacién de la calidad sensorial
de las bebidas, ya que ayudan a desarrollar el perfil de sabor deseado. Esto debe
considerarse para obtener formulaciones que presenten un correcto balance azucar-

acido.

1.3.4. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos que retardan o reducen las reacciones de oxidacion de
las grasas y aceites. Existen dos categorias fundamentales de compuestos que se utilizan
para evitar el deterioro oxidativo de los lipidos los donadores de protones. Los
antioxidantes mas utilizados para prevenir la oxidacion de los aceites esenciales, son los
donadores de protones: Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT),
Terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y Galato de propilo, estos se utilizan en una concentracion

de 200 ppm (0.02%) con respecto a la cantidad de grasa o aceite presente en la férmula.

1.3.5. Edulcorantes

Son compuestos que producen una percepcion sensorial dulce. En términos genéricos se

pueden dividir en naturales y sintéticos. Estos se clasifican en:

Edulcorantes Naturales: mono y oligosacaridos (glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa,
etc.), glucésidos (filodulcina, estevidsido, osladina, glicirricina, etc.), alcoholes polihidricos

(sorbitol, xilitol, etc.), proteinas (miralina, monelina y taumatina).

Edulcorantes Sintéticos: acesulfame K, aspartame, ciclamatos, dulcina, alitame.



1.3.6. Agentes de balance de peso y turbidez

Son compuestos que se utilizan para compensar la baja densidad de los aceites
esenciales utilizados en la elaboracion de concentrados emulsionados para bebidas.
Entre los principales, destacan: resina esterificada, aceite vegetal bromado (BVO), acetato

Isobutirato de sacarosa (SAIB), etc.

1.3.7. Hidrocoloides

Las gomas son polisacaridos de alto peso molecular que poseen propiedades coloidales.
Son sustancias que son dispersables en agua fria o caliente para producir soluciones o
mezclas con alta viscosidad. Debido a su naturaleza coloidal, también reciben el nombre
de hidrocoloides. Se utilizan como espesantes, agentes gelificantes, estabilizantes, etc.
Su funcién es proporcionar cuerpo y palatabilidad a las bebidas saborizadas, pueden ser
utilizados como agentes de suspension de soélidos en néctares y jugos con pulpa,
mejorando su estabilidad y alargando su vida de anaquel. Entre ellos, se encuentran:
goma arabiga, carboximetilcelulosa de sddica (CMC), goma de Xanthano, goma Guar,

etc.

1.3.8. Saborizantes

Sustancia o mezcla de sustancias de origen natural, idénticas al natural y sintéticas
artificiales, con o sin diluyentes inocuos, agregados o no, de otros aditivos que se utilizan
para proporcionar o intensificar el sabor de los alimentos o bebidas. En la industria de
bebidas se utilizan: aceites esenciales, esencias naturales, concentrado de frutas,
esencias artificiales, concentrados artificiales, extractos destilados aromaticos (Rodriguez,
2006).

1.4. CARACTERISTICAS DE UNA BEBIDA SABORIZADA COMERCIAL

1.4.1. Actividad del agua

El agua no aporta nada de valor nutritivo de las bebidas, pero es muy necesaria para
describir la composiciéon de las mismas y para poder estimar su valor nutritivo, ya que los
valores energéticos varian inversamente al contenido del agua. La cantidad de agua en
dilucion influye en el contenido de proteinas, grasas y carbohidratos que contribuyen al

valor energético (Desrosier, 1983).




1.4.2. Tratamiento térmico

La pasteurizacion tiene como objetivo primordial la destruccién de células vegetativas,
esporas de hongos y levaduras a temperaturas relativamente bajas (<100°C). A los
alimentos los cuales se les aplica este tratamiento, presentan un menor deterioro térmico
que los conservados por esterilizacién. Una desventaja de este método, es que las
temperaturas tan bajas no eliminan la actividad enzimatica residual, lo que puede llevar a
un deterioro en el producto durante su almacenamiento. Un proceso de pasteurizacion

debe asegurar:

e Un control microbiolégico correcto.
e Destruccion de enzimas no deseadas.

e Baja presion de oxigeno en el alimento (Brennan et al; 1980).

1.4.3. Envasado

Es realizado calentado el producto y enfridndolo ligeramente, y se envasa a una
temperatura mayor a 70°C. La ventaja que posee este tipo de envasado, es que los
contaminantes que se encuentren en el interior del empaque y el cierre son destruidos por
el liquido caliente, ello garantizar la esterilidad necesaria, que el producto esté libre de
microorganismos (Ranken, 1993). El envasado de los productos alimenticios viene a
darse como el resultado de una necesidad del productor de aumentar la vida util para dar
al consumidor productos de primera calidad y libre de patégenos que puedan daiar la
salud humana (Potter, 1978).

1.5. FIBRA DIETETICA
1.5.1. Definicién y clasificacién

Es la materia vegetal resistente a la accion de las enzimas digestivas del tracto

gastrointestinal humano (polisacaridos no digeribles). Se clasifica en:

¢ Fibra soluble (en agua): pectinas, gomas y mucilagos. Las fuentes de fibra soluble son
frutas, legumbres y vegetales. Su consumo en cantidades elevadas ha demostrado en
estudios epidemiolégicos una reduccién del riesgo de enfermedad coronaria en

hombres y mujeres.
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e Fibra insoluble: celulosa, hemicelulosa, lignina y celulosa modificada. Las fuentes de
fibra insoluble son cereales, granos, legumbres y vegetales. Su consumo parece hacer

disminuir los niveles séricos de colesterol. (Ashwell, 2002).

1.5.2. Mecanismo de accién de la fibra dietética

En cuanto al mecanismo de accion de la fibra se ha comprobado que aumenta la
velocidad del transito intestinal y el tamafio del bolo fecal, favoreciendo la expulsion al

exterior de los carcindbgenos ingeridos o endoégenos.

Por todo esto, se puede concluir que las dietas con alto contenido en vegetales intactos y
en fibra tienen un efecto protector frente al cancer de colon y otras patologias
Contrariamente a lo que ocurre con el resto de los componentes de los alimentos, la fibra
no es atacada por los enzimas del estbmago y del intestino delgado, por lo que llega al

colon sin degradar. (Cherbut y col., 1995; Lajolo y col., 2001).

La fibra insoluble es escasamente fermentada y tiene un marcado efecto laxante y
regulador intestinal, mientras que la fibra soluble es fermentada en alta proporcién y sus
principales propiedades se relacionan con disminucion de colesterol y glucosa en sangre

y desarrollo de la flora intestinal (Kritchevsky; Bonafield; 1995).

El paso de la fibra a lo largo del aparato digestivo puede tener diversos efectos, que se

resumen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Efectos de la fibra en el organismo, conforme el paso en el aparato digestivo.

Sensacion de saciedad Menor ingesta de alimentos

Disminucién del tiempo de transito intestinal Regulacion intestinal

de los alimentos

Aumento de excrecion Control de estrefiimiento

Mayor excrecién de grasa y proteina Menor contenido caldrico de la dieta
Retraso de la absorcion de glucosa Menor indice glicérico
Mantenimiento y desarrollo de la flora Factor preventivo de cancer intestinal

bacteriana intestinal

FUENTE: Calixto S; Cambrodon G;.2002. Fibra dietética en la cerveza: contenido, composiciéon y evaluacién

nutricional.
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No obstante, hemos de tener en cuenta que una fibra concreta no tiene todos estos
efectos, sino que solamente en alguno de ellos puede mostrar una accion significativa, por
lo que es necesario para una ingesta cualitativamente optima, utilizar diversos tipos de
fibra y especialmente alimentos con alta proporcién de fibra soluble. Los cereales tienen
mayoritariamente fibra insoluble (con efecto en regulacion intestinal), mientras que en las
frutas y leguminosas la proporcion de fibra soluble es alta, con mayores efectos
sistétmicos y metabdlicos preventivos de enfermedades. Por ejemplo, el efecto
hipocolesterolémico de la fibra solamente se ha evidenciado con el consumo prolongado
de alguna fibra soluble (Calixto S Y Cambrodon G;.2002).

1.5.3. Beneficios de consumo de la fibra dietética
Los beneficios brindados a la salud por la ingesta de fibra son los siguientes:

o EI primer efecto de la fibra, es la relacién directa entre su ingesta y un correcto
funcionamiento gastrointestinal. Ello fundamenta su uso como agente terapéutico en el
tratamiento del estrefimiento.

e La diverticulosis también se ha asociado con dietas bajas en fibra y con alta presién
intracoldnica. La fibra aumenta la excrecion y disminuye la presién coldnica, por lo que
tiene una accién terapéutica sobre esta dolencia.

¢ En tratamientos de obesidad se han evidenciado los efectos beneficiosos de la ingesta
de alimentos ricos en fibra. Los mecanismos de accion de la fibra para producir
pérdida de peso son multiples (sensacion de saciedad, aumento de excrecion de
grasa y proteina, menor indice glicémico, disminucion del contenido calérico de la
dieta).

e El posible papel de la fibra en la prevencion del cancer de colon procede de estudios
realizados en poblaciones africanas, porque son poblaciones donde se consumen
elevadas cantidades de alimentos vegetales intactos y presentan una baja incidencia
de dicho cancer. (Gibson y Roberfroid, 1995).

1.5.5. Adicion de Fibra en bebidas

La fibra mas utilizada para la fortificacion de bebidas, es la fibra soluble proveniente de
gomas como; arabiga, guar, etc. La eleccion de la fibra soluble dependera de las
caracteristicas organolépticas del producto final. La mas utilizada por sus propiedades
fisicoquimicas es la goma arabiga, ya que ésta, puede ser adicionada a diferentes tipos

de bebidas en polvo, bebidas carbonatadas, saborizadas, jugos y néctares. En contraste
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la fibra insoluble no logra disolverse por lo que presenta un precipitado en la bebida.
(Rodriguez, 2006).

1.6. PREBIOTICOS
1.6.1. Definicion

Los prebidticos se definieron en 1995 como ingredientes alimentarios no digeribles que
afectan de manera benéfica al huésped estimulando el crecimiento, y/o la actividad de

una o varias bacterias del colon, y por tanto contribuyen a la salud.

Para considerar un componente como prebidtico debe estar suficientemente estudiado en
humanos. Por esto, solo los fructanos tipo inulina, que estan presentes de forma natural
en algunas plantas (raices de ajos, cebollas, achicoria, entre otras), son usados por la
industria alimentaria por sus propiedades tecnolégicas y nutricionales (como sustitutivos

de grasas o azucar, o como fibra dietética).

Entre los prebidticos se incluyen tanto hidratos de carbono no digeribles/fermentables
como otros compuestos menos definibles quimicamente denominados fibras solubles de

la dieta (Cummings; et al ; 2001).

1.6.2. Mecanismo de accion de los prebidticos en el organismo

En este sentido se ha mostrado que la proliferacion de determinadas bacterias mediante
la fermentacion de hidratos de carbono no digeribles (efecto bifidogénico de fructanos
parecidos a la inulina) puede inhibir la colonizacion del intestino por patégenos, ejerciendo
un efecto protector frente a diversas alteraciones intestinales. La fermentacion de los
prebioticos puede promover algunas funciones fisiolégicas especificas a través de la
liberacion de metabolitos por las bacterias, en especial los acidos grasos de cadena corta

(acetato, propionato, butirato, lactato, etc) al intestino.

Los ingredientes prebidticos deben cumplir con 3 criterios; asi, no deben ser digeridos por
las enzimas del huésped, tienen que ser fermentados en el tracto gastrointestinal y han de
ser selectivos en la estimulacion de la flora intestinal y de la actividad metabdlica. Asi, el
término “prebidtico” se utiliza para denominar a los productos, principalmente los hidratos

de carbono, que fomentan el crecimiento de microorganismos beneficiosos (Rao, 1999).
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1.6.3. Efectos producidos por los prebiéticos

El efecto principal de los prebiéticos, consiste en una interaccion con la capacidad
fermentadora del ecosistema gastrointestinal. Se cree que todos los efectos fisiolégicos
que se producen después del consumo del prebidtico se originan en la alteracién de la
funcidon fermentadora del ecosistema gastrointestinal. El inicio del cambio fisiolégico
podria producirse mediante interacciones entre microbios, entre huésped y microbio y

entre huésped y metabolitos bacterianos.

Los prebioticos favorecen las bacterias presentes en el célon, mas que proporcionar
bacterias exdgenas. Se trata de incrementar la cantidad de las bacterias “buenas” para el

organismo (Lactobacillus y Bifidobacterium).

La utilizacion de los prebidticos por las bacterias colonicas conlleva en muchos casos la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), lo que posee un impacto
importante sobre el ambiente del intestino grueso, el metabolismo de macronutrientes y la
prevencion de enfermedades. Los AGCC se absorben con rapidez, utilizandose como

fuente de energia entre comidas (Jie Z, et al; 2000).

Los acidos grasos de cadena corta pueden actuar directa o indirectamente (mediante la
modificacion del pH) sobre las células intestinales y pueden participar en el control de
varios procesos como la proliferacion mucosal, la inflamacién, la carcinogénesis
colorectal, la absorcibn de minerales y la eliminacion de compuestos nitrogenados
(Williams y Jackson; 2000).

1.6.4. Relacién probibtico-prebidtico

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como
suplemento en la dieta, afectan en forma benéfica al desarrollo de la flora microbiana en
el intestino, mientras que los prebidticos constituyen el sustrato (el “alimento”) de
bacterias probidticas. Por lo tanto, su relacion radica, en que las bacterias probidticas
existentes en la flora intestinal produzcan acidos grasos de cadena corta y acido lactico,
como consecuencia de la fermentacién de carbohidratos no digeribles (por ejemplo, fibra

dietética, proveniente de prebidticos) (Cagigas A y Anesto J; 2002).

Para ser consideradas como probioticos, las bacterias deben de reunir algunas

caracteristicas como son: ser habitante normal del intestino humano, no patégena, no
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toxigénica, capaz de sobrevivir y metabolizar en el ambiente intestinal y tener la

capacidad de ejercer un efecto benéfico en el huésped.

Algunos de los microorganismos usados como probiéticos humanos son los siguientes:
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei spp rhamnosus, L. delbrueckii
spp bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus lactis spp. cremoris, Bifidobacterium
bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, Enterococcus faecalis, entre
otros (Roberfroid, 2000).

1.7. PREBIOTICOS UTILIZADOS EN LA ELABORACION DE ALIMENTOS Y BEBIDAS
FUNCIONALES

1.7.1. INULINA

1.7.1.1. Definicién y estructura quimica

Los fructanos tipo inulina son hidratos de carbono no reductores y solubles en agua. Su
estructura puede ser lineal o ramificada y algunas veces ciclica.

Consisten de unidades fructosil (enlaces B(2-1)), que inicialmente presentan una molécula
de glucosa a la cual se le unen por lo menos dos residuos de fructuosa (Lopez, 2003 ;
Wang; et al; 1999).

Figura 1. Estructura quimica de la inulina
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1.7.1.2. Fuentes de inulina

La inulina es un ingrediente alimenticio natural obtenido de la raiz de la achicoria que
también esta presente en otros vegetales como (informacion en base seca): cebolla (2-
6%), ajo (9-16%), platano (0.3-0.7%), esparrago (10-15%), alcachofa de Jerusalén (15-
20%) y achicoria (13-20%) (Quemener y Thibautl, 1994).

1.7.1.3 Propiedades

Dentro de las principales propiedades de este compuesto se encuentran las siguientes:

e Fuente de fibra, ya que la ingesta de estos activos a través de los alimentos contribuye
a mejorar la protecciéon y el equilibrio del intestino estimulando la flora intestinal a
través de las bifidobacterias.

¢ Mantiene un bajo valor calérico, poder edulcolorante y funciona como sustituto de
grasa (Ortiz y col, 2006).

¢ Inhibiciéon de desarrollo de cancer, Rowland y col (1998), mostraron que la incidencia

de focos de criptas aberrantes inducidos por carcinégenos como azoximetano y
dimetilhidrazina, se redujo significativamente en ratas alimentadas con fructanos tipo
inulina.
Taper y col (1997), reportaron que la velocidad de crecimiento de tumores implantados
fue menor en ratas alimentadas con inulina en comparacién con las ratas testigo, las
cuales consumieron una dieta basal sin inulina y ningun otro tipo de agente con efecto
prebidtico. ElI cancer de colon, como la mayoria de los canceres, evolucionan de
lesiones precursoras, por lo cual el desarrollo o inhibicion de criptas aberrantes puede
servir para identificar y medir componentes de la dieta capaces de modular el
desarrollo de cancer de colon.

¢ Mejora la absorcion del calcio, el efecto positivo de hidratos de carbono fermentables
en la absorcion mineral en el intestino se atribuye principalmente a la alta produccion
de AGCC, lo cual genera una disminucién en el pH y un incremento en la
concentracion de minerales ionizados en el intestino. Como consecuencia, se
incrementa la solubilidad y la difusion activa y pasiva de minerales a través de las
células intestinales (Kruger y col; 2003).

Por otro lado, Coudray y col (2003) informaron que la absorcion de la cantidad de
calcio, aumento de 48mg/dia (testigo) a 60.3mg/dia consumiendo fructanos tipo inulina
con un grado de polimerizacion (DP) promedio de 25, los fructanos de mayor longitud

favorecieron mas la absorcién mineral.

16




Efecto antilipogénico, este podria deberse a las concentraciones a la modificacion de
la disponibilidad de hidratos de carbono digeribles. (Delzenne y Kok; 1999). Los
investigadores Kim y Shin (1998), informaron que las concentraciones de lipidos y
triglicéridos disminuyeron significativamente en ratas alimentadas con extracto de
inulina de achicoria al 5%, mostraron concentraciones significativamente menores que
las alimentadas con extracto de achicoria al 1%; Sin embargo, las concentraciones
hepaticas de colesterol fueron significativamente diferentes entre grupos. Estos
efectos pueden deberse a alteraciones en la absorcién o sintesis de colesterol,
resultado de los cambios en la fermentacion e incremento en la excrecion fecal de
lipidos y acidos biliares.

Efecto prebidtico, uno de los requisitos para que un ingrediente sea clasificado como
“prebidtico”, es que este no debe de ser hidrolizado o absorbido en la parte superior
del tracto intestinal (Gibson y Roberfroid; 1995); por lo tanto para conocer el efecto
prebiotico de la inulina, se realizaron estudios con pacientes con ileostomia, ya que la
medicion del grado de digestibilidad que presenta cualquier sustancia in vivo es dificil,
y a través de este estudio se puede aspirar el contenido ileal. Cummings y col
encontraron que al menos el 88% de inulina y oligofructosa ingeridas alcanza el colon.
Por otro lado, Nilsson y Bjorck (1998), incubaron inulinas derivadas de diferentes
cereales de el jugo gastrico humano por 1 hora a 37°C y encontraron que a, pH 1.05,
se hidrolizaron de 10 a 15% de los hidratos de carbono, pero a pH 1.8 el grado de

hidrélisis fue menor a 1%.

1.7.1.4. Principales especificaciones de la inulina como producto comercial

En el cuadro 3 se muestran las especificaciones de la inulina:

Cuadro 3. Principales especificaciones de la inulina como producto comercial.

Aspecto

Polvo blanco finamente granulado

Sabor

Ligeramente dulce

Solubilidad al agua

120g/lt. (25°-350g/lt a 90°C)

Dispersabilidad en agua

Buena, aunque requiere de agitacion

Densidad

580 + 50

Seguridad

No téxico

Condiciones 6ptimas
de almacenamiento

Fresco y seco, se debe de almacenar en su envase
hermético original

Maxima duracion

8 meses

Irradiaciéon

No irradiado

Origen vegetal

Adecuado para vegetarianos

Valor caldrico

1 Kcal/gramo para inulina pura

26 de Marzo 2007]

FUENTE: ORAFTI S.A, products Beneo™ Raftiline®, Chile, disponible en URL http://www.orafti.com [acceso
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1.7.1.5. Consumo

No hay absolutamente ningun riesgo de consumo, aunque algunas personas pueden
realmente sentir la ingesta de inulina debido a un transito intestinal mas suave, como con
cualquier otra fibra dietética, algunas personas reaccionan mas facilmente que otras. Para
lo cual es prescindible mantener la dosis diaria de inulina recomendada, la cual de 5 a 8
gramos de inulina diaria (ORAFTI S.A, Beneo™ Raftiline®).

1.7.2. ISOMALTOOLIGOSACARIDOS

1.7.2.1. Definicién y estructura quimica

Son oligosacaridos formados por dos monosacaridos, la isomaltosa se obtiene por
hidrdlisis de la amilopectina y glucégeno.
Por lo tanto, un isomaltooligosacarido consiste en 2-10 unidades de la anhidroglucosa con

los acoplamientos glucosidicos de a (1,6) (figura 3).

Estos se utilizan en bebidas, alimentos de leche, articulos de la confiteria y pasteles, sin
enmascarar su calidad del sabor natural, agregando efectos nutritivos que puedan mejorar

los productos y consolidar su competitividad en el mercado. (Mizubuch y col, 2005).

Figura 2. Estructura quimica de una isomaltosa.

1.7.2.2. Fuentes

Es un producto natural, obtenido a partir del almidén de maiz refinado por la modificacion

de la enzima (www.bioneutra.com).
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1.7.2.3. Beneficios
Dentro de las principales propiedades de éste compuesto se encuentran las siguientes:

o Efecto sobre flora fecal humana, estos puede prevenir el crecimiento de las bacterias

daninas del intestino, aumentando el niumero de bifidobacterias, bacterias beneficiosas
del intestino, mejora de esta manera la consistencia de heces.
También puede mejorar la peristasis de los intestinos, protegiendo contra el
estrefimiento. Esto es provechoso para la gente especialmente para que los ancianos
y los bebés prevengan enfermedades tales como estrefiimiento, diarrea y desorden
del intestino.

o Efecto prebidtico, ya que en el intestino estimulan el crecimiento de las bifidobacterias.

e Mejorara la digestion de productos lacteos, beneficiosa a la gente intolerante a la
lactosa.

e Realza la funcién inmune, previniendo el efecto secundario causado por los
antibiéticos, ayuda a la disminucion de posibles infecciones, a los efectos tempranos
del envejecimiento.

e Es particularmente conveniente para el paciente diabético, porque su contenido no
fermentable no puede aumentar del azicar en la sangre y puede balancear la
concentracion de la insulina.

e Previene la caries; Las caries dentales son causadas por gomas insolubles que
forman en la superficie de los dientes (placa), y acidos debajo de esta placa atacando
de esta manera el esmalte. Se ha demostrado que el IMO (isomaltooligosacaridos) en
reduce la cantidad de placa formada y también reduce la cantidad de acidos que
atacan el esmalte (Shandong Y; 2005).

e Ejercer un efecto beneficioso sobre el colesterol (nivelandolo) y prevenir la
hipertension.

¢ Alivia la fatiga.

e Es un producto bajo en calorias.

e Mejora la absorcion de calcio. (www.blog.china.alibaba.com)

1.7.2.4. Principales especificaciones de los isomaltooligosacaridos como producto

comercial

El IMO (isomaltooligosacaridos), como producto comercial, tiene dos presentaciones:

jarabe o polvo, sus principales atributos se muestran en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Diferencias de los principales atributos entre las dos presentaciones de IMO

(Isomaltooligosacaridos) segun su presentacion.

PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LAS DOS PRESENTACIONES DE
IMO (Isomaltooligosacaridos) COMERCIAL

ATRIBUTO IMO LIQUIDO IMO SOLIDO
Viscosidad y jarabe Polvo sdlido sin la impureza que
Aspecto
transparente se puede considerar por el ojo
Descolorido o amarillo
Color Blanco o amarillo claro
claro

Olor Ningun olor inusual Ningun olor inusual
Gusto Dulce suave y claro Dulce suave y claro

FUENTE: Shandong Y; 2005;

Las especificaciones principales de este producto son:

e Porcentaje de humedad alto, lo que le provee una gran resistencia contra la
contaminacién bacteriana.

e No fermentable por levaduras, previniendo el crecimiento del microorganismo, que
mejorara grandemente la preservacion de alimentos procesados.

e Es altamente soluble en agua.

e Actividad de agua baja.

e Su aporte caldrico es de 11.3-13.8 KJ/g. (Kohmoto et al; 1992).

e Su dulzor es equivalente a 1/3 de azucar. (www.diytrade.com).

¢ Resistencia acida y térmica; ya que es estable en alimentos acidificados y no pierde
sus propiedades si es expuesto a altas al calor.

¢ Mantiene una menor higroscopicidad en comparacion con la sucrosa.

e Su viscosidad es similar a la de la sucrosa y puede utilizar enteramente o en parte
como substituto de esta en los productos sin cambiar la técnica de proceso (Mizubuch
y col, 2005).

1.7.2.5. Consumo
Analisis clinicos efectuados por los proveedores del producto demostraron que el IMO
(isomaltooligosacaridos) es un producto inocuo para la salud y no causa ningun dafio,

siempre y cuando este se use en la dosificacion recomendada, la cual oscila entre 8 y 12
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gramos por dia del mismo, ya que de no ser asi, en algunos casos puede presentarse

diarrea (dosis letal mas de 44 gramos al dia) (Cornproducts S.A. IMO).

1.7.3 FRUCTOOLIGOSACARIDOS DE CADENA CORTA
1.7.3.1. Definicién y estructura quimica

El término oligosacaridos incluye un grupo de carbohidratos que consisten de 2 a 10
unidades de azucares monoméricos, y se distinguen segun la identidad de estos
mondmeros, segun el tipo de unién entre ellos, segun el tipo de estructura de la cadena
(lineal, ramificada, radicales) y segun sus uniones a otras estructuras no hidrocarbonadas
(conjugados). Los mejor conocidos y caracterizados son los oligosacaridos de la serie de
la rafinosa y los fructooligosacaridos (FOS). Los FOS son un tipo de fibra soluble
compuesta de unidades de fructosa, los FOS constan estructuralmente de una molécula
de sacarosa a la que se pueden unir por enlaces glicosidicos a(2-1) de 1 a 3 moléculas de
fructosa dando lugar respectivamente a los fructooligosacaridos 1-kestosa (GF2), nistosa
(GF3) y 1-fructosil-nistosa (GF4), como se muestra en la figura 4 (McKellar y col, 1993).

GLUCOSA

{’_\,'1] \‘:’___\,'II {’ \1[ FRUCTOSA
N__ 7 N 1 ~\ ,1 FRUCTOSA

GF -
G ¢ N .1 FRUCTOSA
GF
— “\l
N___ /S FRUCTOSA
GF 45

Figura 3.- Estructura quimica de los fructooligosacaridos

1.7.3.2. Fuentes de obtencion

Se encuentra presente en cantidades grandes en las raices de la achicoria; ya que los
FOS, son un componente natural de la inulina y se obtiene mediante una hidrdlisis
enzimatica parcial (Método de extraccion de fuentes naturales)

Otro método es la produccion de fructooligosacaridos a partir de sacarosa es un método

utilizado actualmente en todo el mundo (Van J y col, 1999).
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1.7.3.3 Propiedades

En el cuadro 7, se indican los distintos efectos que se atribuyen a los oligosacéaridos no
digeribles segun los resultados de estudios realizados en humanos. Las pruebas se
clasifican como fuertes (basadas en estudios confirmados en humanos), prometedoras
(estudios en humanos que requieren confirmacion), o preliminares (estudios de

experimentacion animal).

Cuadro 5.- Pruebas de determinacion de las propiedades de los FOS, segun la

confirmacion de estudios.

EFECTO PRUEBAS (en humanos)
Probidtico e interaccion con la flora intestinal Fuertes
Regulacion del transito intestinal Fuertes
Incremento de la absorcion de minerales Prometedoras
Efectos sobre el metabolismo lipidico Preliminares
Cancer de coélon Preliminares

FUENTE: (Van J y col; 1999)

De acuerdo con el cuadro anterior, las propiedades de los fructooligosacaridos, son las

siguientes:

o Efecto prebidtico, los oligosacaridos no digeribles resisten la digestion en el intestino
delgado y son sustratos potenciales de las bacterias que colonizan el intestino grueso.
Teniendo como consecuencias: el aumento de la flora bacteriana que conlleva un
aumento del bolo fecal y la produccién de acidos grasos de cadena corta como

resultado de la fermentacion, y efecto probioético.

o Diversos estudios sugieren que la ingesta de oligosacaridos no digeribles aumenta la

absorcion de minerales, en particular del calcio.

o Respecto al efecto sobre el metabolismo lipidico, los datos disponibles no son
suficientes, pero indican que una ingesta moderada de oligofructosa pueden afectar al

metabolismo lipidico humano (reduciendo los niveles de triglicéridos en sangre).

¢ Reduccién del riesgo de cancer de colon, este efecto se ha demostrado en animales
de experimentacién, pero son necesarios estudios en humanos. El mecanismo que

explica esta afirmacion es el siguiente: La fibra envuelve sustancias cancerigenas
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presentes en la dieta, reduciendo el tiempo de contacto de las mismas con la capa
que recubre el intestino grueso. A La fermentacién a cargo de bacterias intestinales de
los FOS produce un medio acido en el colon que inhibe la formacion de metabolitos
creados a partir de acidos biliares de la bilis y de ciertos acidos grasos, los cuales se

sabe favorecen el crecimiento de células tumorales.

e Contribuyen a reducir el desarrollo de trastornos digestivos como el exceso de gases,

ya que equilibran la flora intestinal reduciendo el desarrollo de bacterias putrefactivas.

¢ Mejoran el transito intestinal, lo que resulta beneficioso en caso de estrefiimiento y de
diarrea (Van J y col; 1999) y (Van J y col; 1999).

¢ Bloqueo de bacterias patégenas, algunos oligosacaridos tienen un efecto positivo en
cuanto al secuestro de bacterias potencialmente patdégenas. Muchas bacterias
patégenas poseen adhesinas o lectinas superficiales que son proteinas que tienen la
capacidad de unirse a determinados carbohidratos. Estos patégenos y sus toxinas se
unen de forma especifica al componente oligosacarido de los receptores
glicoconjugados presentes en la membrana de los enterocitos, que son
particularmente abundantes en enterocitos inmaduros. Por ejemplo bacterias como
algunos serotipos de E.coli y Salmonella con adhesinas fimbriales tipo 1 se unen de
forma especifica a receptores que contienen oligomanosa unida por N a las
glicoproteinas. Dado que la unidn de las bacterias patégenas a la superficie de la
mucosa intestinal es un paso esencial en la patogénesis de muchas bacterias, la
posibilidad de producir oligosacaridos analogos a los receptores intestinales para
inhibir el proceso de unién es de interés en la prevenciéon de enfermedades (Oyofo y
col, 1989).

e Segun los estudios reportados por Yamashita en 1984 los fructooligosacaridos bajaron

los niveles de azucar en sangre en individuos diabéticos.
1.7.3.4. Especificaciones de los fructooligosacaridos como producto comercial

En el cuadro 6 se muestran las principales propiedades de los fructooligosacaridos como

producto comercial.
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Cuadro 6. Principales propiedades de un producto comercial de fructooligosacaridos
(BENEO-RAFTILOSA).

PROPIEDADES CARACTERISTICA
Estado Fisico Polvo finamente granulado
Sabor Dulce
Tipo de ingrediente Higroscépico
Solubilidad Altamente soluble
Actividad de agua 0.1-0.2
Estabilidad al calor Estable al calor
Viscosidad Similar a la de la sacarosa. La adicion de este

producto no causa gelificacion.

p.H Estable a p.H bajos

Efecto a las Reacciones de Este producto no participa en las reacciones de
Maillard Maillard (conserva su color).

indice de refraccion Similar a la de la sacarosa.

Densidad Similar a la de la sacarosa.

Condiciones de almacenamiento | Puede ser almacenado a bajas temperaturas
del producto y calidad de vida. (5°C a un p.H bajo) y altas temperaturas (25°C

en condiciones de humedad relativa de 3.33%)

FUENTE: ORAFTI S.A, products Beneo™ Raftilosa®, Chile, disponible en URL http://www.orafti.com [acceso 26
de Marzo 2007]

1.7.3.4. Consumo

Para favorecer el desarrollo de una flora bacteriana sana, generalmente se recomienda

tomar 2,000 a 3,000 mg al dia de suplementos FOS, con las comidas.

En los estudios sobre diabetes y niveles elevados de lipidos en sangre (colesterol y

triglicéridos), se usaron cantidades de entre 8 y 20 gramos al dia.

En general, los oligosacaridos son bien tolerados. Con consumos mas elevados,
superiores a 40 gramos al dia, los FOS y otros oligosacaridos pueden inducir diarrea.

(www.knox.com/healthnotes.com).
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2. JUSTIFICACION

Desde hace varios afios se han descrito los beneficios del consumo de alimentos
funcionales en la salud humana; siendo el efecto prebidtico el de mas relevancia dentro
de la alimentacion actual. Sin embargo, el conocimiento sobre el beneficio de este tipo de
alimento, no conducen necesariamente a cambios en las practicas alimentarias, dado que
un producto para que sea consumido como alimento debe ser atractivo para los sentidos y
tener aceptacién cultural. Es por esto, que se hace necesario tener en el mercado un
producto con aportaciones prebidticas con una presentacion de agua saborizada, ya que
esta, le brindara al consumidor una sensacion de frescura e hidratacion en comparacién
con las bebidas lacteas prebidticas que por sus atributos no se destacan por estas
cualidades. Por lo tanto, esta bebida ademas de brindar el crecimiento de algunas
bacterias en el colon que pueden mejorar la salud del hospedero, sera un producto
atractivo desde el punto de vista sensorial y con los beneficios que le otorgara la fibra

soluble, propiedad principal de un prebidtico.

La presente investigacion pretende contribuir en el aprovechamiento de los prebidticos
mediante la elaboracion de una bebida saborizada artificialmente, con mayor vida util

gracias a la utilizacién de conservadores quimicos permitidos.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar una bebida funcional con efecto prebidtico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los diferentes prebiéticos utilizados con base a su crecimiento de bacterias
benéficas en un medio selectivo para Lactobacillus.

¢ Realizar formulaciones para una bebida saborizada citrica.

e Aplicar el método de evaluacion sensorial mas adecuado para el producto elaborado.

e Aplicar las técnicas microbioldgicas de acuerdo con las Normas Oficiales Mexicanas,
para identificar y cuantificar organismos mesofilicos aerobios y organismos coliformes
para determinar la calidad sanitaria del producto.

e Realizar analisis fisicos y quimicos a la bebida elaborada.
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4. MATERIALES Y EQUIPO

4.1. Materiales

Material comun de laboratorio.
Placas Petrifilm para el recuento de coliformes totales
Placas Petrifilm para el recuento de aerobios totales.

Micropipetas.

4.2. Equipo

Horno de circulacion natural, Instrumentos analiticos Technicare B.G. Modelo SP1400
Serie 43-88, 30°C.

Incubadora de laboratorio (37°C), Bacteriolégica, Modelo EC51.

Cuarto de enfriamiento (4°C), Taylor.

Refractdmetro ABB-3L

Potencidmetro Hanna Instruments modelo pH ep®

Bascula Digital, Iltem N. AR 3130 Readability=0.001g; Maxima capacidad 310g
Bascula Digital Iltem N. eod120; Maxima capacidad 4,100g.

Agitador-Termo-Parrilla; C-MAG HS751; Serie 115V.

Agitador Serie 600646, 40-6000 (1/min.), 120V2, 50/60Hz, 5.0 amp.

Autoclave de laboratorio, Marca Presto.

4.3. Reactivos

NaOH (0.1N)

Fenolftaleina.

Acetona.

Peptona de caseina.

IMO-R1 (Lot. CP IK001, Corn Products International).
Beneo-Raftilosa (Lot. BEBJ5DBJ5 Megafarma S.A de C.V)
Beneo-Raftiline (Megafarma S.A de C.V)

Cepa liofilizada de Lactobacillus delbruekii
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1. METODOLOGIA

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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5.1. EFECTO PREBIOTICO EN Lactobacillus.
5.1.1. Activacion del microorganismo (Lactobacillus delbrueckii)

Debido a que la cepa que se utilizo estaba liofilizado primero se procedié a activarlo,
suspendiendo aproximadamente 0.1g del microorganismo liofilizado en leche descremada
reconstituida al 12% (p/v) pasteurizada a 63°C durante 30 min. Y se incubd a 37°C
durante 48 h. Posteriormente, se aislé por la técnica de vaciado en placa incubando a
37°C por 24 horas en agar MRS. Después de este tiempo, se contaron las colonias por

placa, y se verificd la pureza de los cultivos al microscopio (mediante tincion de Gram).
5.1.2. Elaboracion del cultivo madre

Primero se esterilizd 800mL de leche descremada a 92°C por 30 min. Después se enfrioé a
27°C para agregar el m.o. aislado en condiciones de esterilidad, el cual se incubé a 37°C
por 48 h.

5.1.3. Crecimiento de Lactobacillus en presencia de prebiéticos

Para poder determinar que efecto tienen los prebidticos en cuanto al crecimiento de
bacterias probidticas (Lactobacillus) se colocé en cuatro matraces 200mL de leche
descremada reconstituida al 12% (p/v) pasteurizada a 63°C durante 30min. En cada
matraz se adiciono el prebidtico a evaluar (Matraz 1 “Isomaltooligosacaridos”, Matraz 2
“‘Beneo-raftilose”, Matraz 3 “Beneo-raftiline”), y se dejé un matraz (Matraz 4 “Sin
prebiotico”), con el fin de tener un control. La concentracion utilizada de cada prebidtico se
tomé de la dosis minima recomendada en las hojas de especificaciones de cada uno.
Posteriormente se inoculé cada matraz al 5% (v/v), con el cultivo madre. El procedimiento
anterior se llevd a cabo por duplicado. En esta etapa se determind una cinética de

crecimiento y el tiempo de generaciéon del microorganismo con las siguientes ecuaciones.

Ecuacion 1.) Velocidad especifica de crecimiento.

U= In X2-|nX1 / L-1;

Ecuacion 2.) Tiempo de duplicacion

Td=(In2) / p
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5.1.4. Viabilidad del microorganismo en almacenamiento (Influencia del prebiético)

Se determind la viabilidad en agar MRS al t; con el fin de saber cuantas unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) se tenia inicialmente. Posteriormente se
almaceno a 4°C durante 20 dias, y cada 5 dias se determinaba la viabilidad del
microorganismo por la técnica de vaciado en placa en agar MRS, utilizando el método de
vaciado en placa en agar MRS, incubando cada muestra a 37°C durante 48h, y contando

el numero de UFC/mL para cada muestra.

5.2. CARACTERIZACION DE LA BEBIDA PREBIOTICA

El criterio asumido para establecer la formulacién del producto se basé en los resultados
obtenidos de la cinética de crecimiento microbiano donde se observd que el prebidtico
“Beneo-raftilose” mantenia un mejor tiempo de duplicaciéon y una mayor velocidad de

crecimiento con respecto a la cepa utilizada.

La formulacion se llevd a cabo tomando en cuenta las hojas de especificaciones del
prebidtico, donde nos indica la dosis minima recomendada, y en el método de Pearson,
para asociar las cantidades en las que debe estar cada ingrediente, respecto a la bebida

que tiene las caracteristicas que queremos para nuestra bebida.

5.2.1. Formulaciéon de la bebida-Método de Pearson

El método de Pearson (cuadro de Pearson), se utiliza para mezclar adecuadamente
substancias que tienen distintos porcentajes en su concentracién. Se basa en un cuadro
donde se coloca el porcentaje deseado en el centro y en los extremos del lado izquierdo
se colocan los porcentajes con los que se cuenta. Estos valores se restan diagonalmente

y los resultados son valores absolutos.

Inicialmente, se establecid una serie de formulaciones tedricas, a partir de alli, se
seleccionaron las formulaciones que cumplian con lo establecido en la NOM-086-SSA1-
1994 y el PROY-NOM-218-SSA1/SCFI-2002.

Se elaboraron dos formulaciones, las cuales solo se diferenciaban en la concentraciéon de
sacarosa, la formulacién A se le agregd una solucion de sacarosa al 15% (p/v) y a la
formulacion B una solucién de sacarosa al 12% (p/v), las cuales cumplieron con las

especificaciones tanto fisicoquimicas como microbioldgicas.
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5.2.2. Descripcion del proceso de elaboracion

Para la elaboracién de la bebida fria se utilizé el prebidtico que presentd una mayor

afinidad en el crecimiento del Lactobacillus.

El prebidtico se dosificd con base en la dosis diaria recomendada que se especifica en la
ficha técnica del prebidtico. Primero se disuelve el prebidtico con 200 mL de agua a 2500
rpm, después esta mezcla se divide en 3 porciones, la primera porcién se mezcla con la
goma para hidratarla, esto se realiza a una temperatura de 25-40°C, la segunda porcién
se mezcla con el agente de peso y el saborizante a 1500 rpm, la tercera porcion se
mezcla con el acido citrico, el benzoato de sodio y el colorante. La porcién uno se mezcla
con la porcion dos a una temperatura de 20-25 °C y se homogeniza a 2500 rpm durante
30 min. A esta ultima mezcla se agrega la porcion tres, y se homogeniza a 2500 rpm
durante 5 minutos. Después se licua durante 15 min. para hacer la emulsion.
Posteriormente se envasa en botellas de plastico de Polietilen — Tereftalato (PETE) y se
pasteuriza a una temperatura de 60°C durante 30 min. A continuacién se almacené a 4 °C
para realizar una prueba de preferencia y evaluar cual de las dos bebidas es la mas
aceptada por el consumidor. En la figura 5 se muestra un diagrama del proceso de

elaboracion.

Disolver el prebidtico
con200mL de aguaa
2500rpm durante S

min
\Y \]
Se agressla gOMma para Se agregasel agentede Se agrega=elbenzoatode
h:drga':fl $_25__?0.( peso vy <l saborizante a sodio, 2l colorante y Ia
' srmet= ) 1S00rpm solucion de sacarosa.

Se homogenicaa
2500rpm durant= S min.
Fosteriormame se licua

durante 1S min.para
hacer la emulsion.

Se mezclaauna
temperaturade 20-25°Cy
se homogenizaa
2500rpm durante S0min.

envasa, y pasteurizaa
60°C durante 30min.

Figura 5.- Elaboracion de la bebida prebidtica
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5.2.3. Andlisis sensorial

Se realizaron dos evaluaciones sensoriales la primera con el fin de determinar cual de las
dos formulaciones es la mas aceptada por el consumidor, esta se realizé con una prueba
de preferencia con una escala de 5 puntos, la cual fue evaluada por los posibles
consumidores (juez-afectivo), a los cuales se les brindé una explicacién necesaria para
que la prueba se realizara correctamente. De esta prueba se determiné que la formulacion
A, era la mas aceptada por el consumidor, por lo tanto esta formulacién fue la que se
utilizé para realizar el analisis fisico-quimicos como microbiolégicos, y poder determinar
la vida util de la bebida. Posteriormente, se realizdé un segundo analisis sensorial con una
prueba de diferencia, la cual se utilizé para determinar si existia alguna diferencia
perceptible entre la muestra tomada al t, (0 dias) y después del almacenamiento (30
dias) a 4°C, y asi poder determinar si la bebida habia sufrido algin cambio cuando se
mantuvo en almacenamiento. Se utilizé una hoja de respuestas en donde se solicita la
diferencia o igualdad entre dos muestras. Las muestras se presentaron en un par o una
serie de pares de muestras, requiriendo que el juez determine si el par es diferente o
iguales entre si. Cabe mencionar que los jueces que evaluaron esta prueba fueron jueces

afectivos (consumidores) (Pedrero, 1989).
5.3. ANALISIS FISICOQUIMICOS

5.3.1. Sélidos totales

Los sdlidos totales fueron determinados por el método gravimétrico 925.23 del AOAC
(1990); se pesaron de 5 mL de muestra, los cuales se colocaron en una estufa a 100°C,

hasta un peso constante.

Ecuacion 3.)

%S, =|P,—P,[*100

Donde:

% St = Sdlidos Totales en %

P, es el peso inicial de la muestra

P, es el peso de la muestra desecada
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5.3.2. Humedad

La humedad se determind por el método de desecacion en estufa a peso constante, la
cual implica la perdia de peso por evaporaciéon, que sufre la bebida al someterlo a las
condiciones preescritas expresadas en porcentaje, la cual se calcula en % de humedad
perdido, con la siguiente ecuacion (NOM-116-SSA1-1994).

Ecuacion 4.)

F=Plegn0

1

%H =

Donde:
% H = Humedad en %
P, es el peso inicial de la muestra

P, es el peso de la muestra desecada
5.3.3. Sdlidos solubles (°Brix)

La concentracion en solidos solubles se expresa en grados Brix. Originariamente, los
grados Brix son una medida de densidad. Un grado Brix es la densidad que tiene, a 20° C,
una solucion de sacarosa al 1 %, y a esta concentracién corresponde también un

determinado indice de refraccion.

Asi pues, se dice que un zumo tiene una concentracién de soélidos solubles disueltos de
un grado Brix, cuando su indice de refraccion es igual al de una solucién de sacarosa al 1
% (p/v).

Como los sélidos no son solamente sacarosa, sino que hay otros azucares, acidos y
sales, un grado Brix no equivale a una concentracién de sélidos disueltos de 1g/10ml. Los
grados Brix son, por tanto, un indice comercial, aproximado, de esta concentracion que se
acepta convencionalmente como si todos los sélidos disueltos fueran sacarosa (NMX-F-
103).

5.3.4. pH

Se basa en la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidrogeno presentes en
una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH (potencidémetro) (NMX-F-
317-S).
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5.3.5. Acidez titulable

La determinacion de la acidez se lleva a cabo mediante una valoracién acido-base; los
resultados que se obtienen corresponden a la suma de los acidos minerales y organicos,
en nuestro caso se determina en acido citrico (NOM-F-102-S). La formula utilizada para la

determinacion de la acidez titulable (g/100mL) fue la siguiente:

Ecuacion 5.)

* Nygors) * 64.04
Vmuestra

% AcidezTitulable = Vieon *100

Donde:

Vnaon= Volumen gastado de NaOH en la titulacion
Nnaon= Normalidad de la solucion de NaOH
Vmuestra = Volumen titulado de muestra.

Expresada en base a acido citrico.

5.3.6. Andlisis de cenizas

Las temperaturas elevadas (550°C) destruyen la materia organica para dejar Unicamente
las sales minerales contenidas en el alimento, las cuales nos dan a conocer la cantidad de
materia inorganica contenida en el y con este valor determinar también la fibra dietética,
que se encuentra en el producto. EI método utilizado fue el de incineracién con mufla.
Esta determinacion se realizé al ty y al t;, con la finalidad de ver si existia un cambio que

pudiera provocar el almacenamiento (NMX-F-66-S-1978).

Ecuacién 6.)
PM = PCM - PCV

Ecuacién 7.)
PC = PCC - PCV

Ecuacion 8.)

%Cenizas = %*100
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Donde:

PCM = Peso del crisol con muestra
PCV = Peso del crisol vacio

PM = Peso de la muestra

PCC = Peso del crisol con cenizas

PC = Peso de las cenizas

5.3.7. Determinacion de fibra

Se determina con la precipitacion de las fibras por adicién de cuatro volimenes de etanol.
El residuo total es filtrado, lavado con etanol al 78%, etanol al 95% y acetona. Después
del secado, se pesa el residuo. Un duplicado es analizado para proteina y otro es
incinerado a 525°C, y se determinan las cenizas. El analisis de fibra dietética se determiné
al tp y al t; para ver los cambios que pudiera sufrir la bebida con el almacenamiento en
cuanto al contenido de fibra. (NOM-086-SSA1-1994)

Ecuacién 9.)

%Fibra = [?}*mo

m

Donde:

R = Peso del residuo (promedio de los pesos (g) para el duplicado de muestras
determinadas.
Ay B = Pesos (g) de proteina y ceniza respectivamente

P, = promedio de peso (g) de las dos muestras tomadas.

5.4. ANALISIS MICROBIOLOGICOS
5.4.1. Preparacion de muestras

La preparacion de las muestras se realiz6 conforme a la metodologia marcada por la
NOM-110-SSA1-1994 utilizando peptona de caseina para preparar el agua peptonada

para las muestras.
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5.4.2. Determinacion de organismos aerobios totales

Esta prueba se realiz6é con el objetivo de cuantificar los microorganismos viables, y para
determinar si este valor se encuentra en los limites que permite la norma para este tipo de
bebidas, y nos indica si se esta llevando un adecuado control sanitario. Para ello se
utilizaron placas petrifilmyg para el recuento de aerobios totales, incubando a 35°C +1°C
durante 48 h. Posteriormente se realiz6 el conteo de UFC/mI (NOM-092-SSA1-1994).

5.4.3. Determinacién de microorganismos coliformes totales.

Este método se basa en que las bacterias coniformes fermentan la lactosa incubadas a 35
+1°C durante 24-48 h resultando una produccion de acidos y gas. Para ello se utilizaron
placas petrifimyr para el recuento de coliformes las cuales se incubaron a 35°C +1°C por
48 h. y se realizo el recuento de UFC/mL (NOM-113-SSA1-1994).
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6. RESULTADOS Y ANALISIS
6.1. EFECTO PREBIOTICO EN LACTOBACILOS

Los carbohidratos de cadena corta, como son la inulina (BENEO-Raftiline), los
Fructooligosacaridos (BENEO-Raftilose) y los Isomaltooligosacaridos (IMO, presentacion
jarabe) son el sustrato de las bacterias prebioticas, por ser fuente de carbono y de
energia, considerando esta, la caracteristica “principal”, al nombrar un producto como

« prebidtico », ademas de que este no debe se digerido por el epitelio intestinal y/o
glandulas anexas, es decir debe llegar intacto al intestino donde se encontraran
disponibles para ser fermentados por las bacterias sacaroliticas, especialmente

Lactobacillus y Bifidobacterium.

Al considerarse el Lactobacillus delbrueckii una bacteria probidtica, se realizo una cinética
de crecimiento para conocer su comportamiento en presencia de diferentes prebidticos,

en los siguientes tiempos: 0, 5, 10, 15y 20 dias.
Tomando en cuenta las siguientes condiciones:

e El microorganismo debe presentar caracteristicas que garanticen su crecimiento y
supervivencia en el alimento (viabilidad), la cual se comprob6 en la realizacion de la
cinetica.

e Garantizar su crecimiento durante su transito por el estdmago e intestino delgado. (el
microorganismo debe de tolerar un pH=2-3). El cual se comprobdé al medir el pH al
inicio y al final de la cinética de cada uno de los tres cultivos realizados (prebidtico +
microorganismo).

e Mantener un mayor crecimiento de Lactobacillus delbrueckii, en presencia de
prebidticos, los primeros 10 dias de la cinética en comparacion con el blanco de
control, este parametro se estima, ya que la leche que se utilizd para inocular el
testigo se encontraba estéril, desgrasada, sin presencia de vitaminas u otros
nutrimentos que funcionaron como sustrato para la bacteria.

Debido a lo anterior se espera que el microorganismo tenga una velocidad de
crecimiento especifica menor en comparacion a la velocidad que tenga la bacteria en

presencia de prebidtico.
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes, en cuanto al pH, el microorganismo, tiene
un crecimiento 6ptimo a un pH, en el rango de 3.7-3.4, en el medio de cultivo lo que indica

que esta bacteria prebiotica puede sobrevivir a un pH bajo.

Se demostro la viabilidad del microorganismo, ya que dicho presento recuentos en placa
mayores a 1x10° UFC/ml en presencia de prebiéticos esto se aprecia de mejor manera en
la grafica 1, que muestra el crecimiento del Lactobacillus en presencia de 3 prebidticos
diferentes en las mismas condiciones de temperatura (37°C) y tiempo de incubacion,

concentraciones y medio de siembra.

Gréfica 1. Curva de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii en presencia de diversos

prebidticos.
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En la grafica se observa a simple vista, que el Lactobacillus delbrueckii, crecié mas rapido

en presencia de fructooligosacaridos (Beneo Raftilosa) seguido por inulina e IMO.
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La inulina, no presenta crecimiento durante los primeros cinco dias de la cinética, esto
pudo deberse a que el microorganismo no se adaptaba al sustrato, Posteriormente
presenta un crecimiento con dificultades, por el cual, el Lactobacillus delbrueckii, no
demuestra afinidad con el sustrato proporcionado (inulina), posiblemente este prebidtico,

sea mas afin con bifidobacterias.

Para establecer de una manera confiable, el mejor desempefio funcional de cada uno de

estos prebidticos, se expresaron los datos de manera matematica.

La expresidon matematica del crecimiento microbiano es el tiempo de generacion o de
duplicacion y la velocidad especifica de crecimiento (), siendo el tiempo de generacién,
el tiempo en el que la poblacion duplica su numero durante un periodo determinado de
tiempo y la constante de velocidad (M), el equivalente al numero de generaciones por

unidad de tiempo, expresado a menudo como generaciones por hora.

Es importante mencionar que los tiempos de duplicacion cambian notablemente segun
sea la especie microbiana, las condiciones ambientales y los nutrientes disponibles, Los
valores varian desde menos de 10 minutos (0.17 h.) en unas pocas bacterias, hasta

varios dias en algunos microorganismos.

Una vez establecidas las ecuaciones, se realizaron las determinaciones de U de cada
uno de los prebidticos, durante la etapa de su crecimiento exponencial, es decir como t;y
t2, se tomaron 5 y 10 dias respectivamente.

En prebidtico “inulina”, la velocidad especifica, se calculo de manera seccionada, debido a
su comportamiento discontinuo en los 4 tiempos de generacion, y asi, expresar de una
manera matematica, el comportamiento que se observa en su respectiva curva de

crecimiento.

La manera de calcular de una manera seccionada una curva de crecimiento, es la
siguiente: se toman t; y t;, 0 y 5 dias respectivamente, y asi sucesivamente (siguiente
célculo t4=5 y t,=10, etcétera) con su respectivo crecimiento expresado en In; y In,

(logaritmo natural de las U.F.C/ml obtenidas en la cinética).

Los resultados obtenidos de la velocidad de crecimiento y el tiempo de duplicacion se

muestran de una manera mas detallada en el siguiente cuadro (cuadro 7):
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Cuadro 7. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento y tiempo de

duplicacion de la bacteria probidtica.

Velocidad especifica de Tiempo de
crecimiento {4 duplicacion Td
PREBIOTICO [generacion/tiempo (dias)] [dias]
IMO 0.13 5

M1 K2 M3 Mg Tdy | Tds | Tds

No 0.62 | 0.08 | 0.07 1.1 =7
aplica
INULINA

FOS 0.77 1

En el cuadro anterior, los FOS, demostraron mantener una velocidad de crecimiento

mayor y un Td menor, que el caso de IMO e inulina.

Ademas este microorganismo, supera en crecimiento al blanco de control durante los
primeros diez dias, que fue el tiempo que se mantuvo estable el cultivo de este
microorganismo con la leche, ya que una vez separadas las fases, este medio estaba
totalmente acidificado y no se pudo realizar la cinética por mas dias. Esto se determina de
una manera mas confiable en la velocidad de crecimiento especifico que alcanzoé el
blanco de control durante sus primeros diez dias, la cual fue de 0.11 aproximadamente,

obteniendo esta [, Se demuestra que efectivamente una bacteria prebidtico crece en

presencia de prebidtico, funcionado estas como sustrato selectivo de dichas.

Este dato no fue graficado debido a que la cinética para el blanco de control no tuvo

seguimiento, por las razones que se especifican anteriormente.

Es importante, mencionar que el prebidtico FOS es estable a pH bajo, este dato es
determinado de acuerdo a las especificaciones que el producto contenia en su hoja

técnica del producto.

Por lo tanto , se decidi6 realizar dos formulacién de una bebida base agua adicionando
como prebidtico fructooligosacaridos, para obtener una bebida funcional, que ademas de
brindar un efecto benéfico a las bacterias que habitan la flora intestinal, aporte fibra al

organismo, ya que los prebidticos, son considerados fuente de fibra para el organismo.
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6.2. EVALUACION SENSORIAL DE LA BEBIDA SABORIZADA

Con el fin de determinar la preferencia del consumidor por alguna de las dos
formulaciones se realizé una prueba de preferencia la cual dio como resultado que la
bebida de formulacién A, fue la mas aceptada por el consumidor, los cuales se muestran

en el anexo 3.

Utilizando las tablas del apéndice VII (Anzaldua, 1994). Se localizé el numero de jueces
que intervinieron en la prueba y en las tablas se encuentra el nimero minimo de
respuestas coincidentes para que exista diferencia significativa. Para 60 jueces que
fueron los que evaluaron las bebidas se tiene que el minimo de jueces coincidentes debe
ser minimo de 39 con un nivel de probabilidad de 5%. Por lo tanto, si existe diferencia
significativa al 5% entre la formulacién A (15°Bx) y la formulaciéon B (12°Bx), ya que 49 de

los jueces prefirieron la bebida preparada con la formulacion A.

Las caracteristicas principales que presenta la formulacién A que fue la mas aceptada por

el consumidor se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 8.- Principales caracteristicas sensoriales de la bebida.

Caracteristica sensorial de FORMULACION A (BENEO-Raftilose)

la formulacién seleccionada

Color Naranja intenso

Olor Caracteristico a las bebidas sabor naranja

Sabor Ligeramente dulce, con notas citricas sabor
naranja.

Aspecto No presenta  cuerpos  extrafos, ni

sedimentacion de particulas.

Consistencia Liquida y homogénea

6.3. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA BEBIDA

6.3.1. Determinacion de Sélidos totales

El porcentaje de sdlidos totales de la bebida que se realizé al inicio y al final del periodo

de almacenamiento durante 5 semanas no sufri6 un cambio significativo ya que los
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valores obtenidos fueron de 9.5 y 9.8% de sdlidos totales al inicio y al final del

almacenamiento respectivamente.

El porcentaje de sdlidos totales de la muestra no sufrié un cambio considerable en un
periodo de aproximadamente 5 semanas, por lo cual la muestra se mantiene con un
porcentaje de sdlidos totales aproximadamente de 9.7%, para su caracterizacion como
bebida.

6.3.1. Determinacion de Humedad

El porcentaje de humedad obtenido en la bebida al inicio y al final de almacenamiento a
una temperatura de 4°C, fue de 90.5 y 90.2 respectivamente lo cual nos indica que no

existe una perdida significativa de humedad de la bebida durante este periodo (30 dias).

6.3.2. Sélidos solubles (°Brix)

Los grados Brix es un indice de suma importancia en la evaluacién de bebidas porque son
indicadores de fermentacidon, que causa la pérdida del producto cuando el tratamiento

térmico o el envasado se realizan de una forma incorrecta.

De las dos formulaciones elaboradas, se eligio la bebida que se llevo a 15°Bx, ya que fue

la que mas agrado durante el analisis sensorial.

El comportamiento de soélidos solubles que tuvo la bebida durante el primer mes de

almacenamiento, se mantuvo estable, manteniendo un valor final de 15°Bx

6.3.3. Determinacion del pH

El pH es un elemento muy importante en la conservacién de bebidas liquidas, ya que de
este depende el desarrollo de bacterias, hongos, levaduras y mohos. El pH de esta bebida
al momento de prepararla, fue de alrededor de 3, condicion que no facilita el desarrollo de

microorganismos.

En la grafica 2 se muestran los resultados obtenidos en el monitoreo del pH durante el

periodo de almacenamiento.
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Grafica 2. Comportamiento del pH de la bebida en almacenamiento.
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En la grafica, se puede apreciar, que el comportamiento del pH en la bebida se
desestabilizo al principio del periodo de tiempo en el cual se realizaron las pruebas de
analisis, pero después de esta inestabilidad, el pH comienza a mantenerse de nuevo
dentro del intervalo de pH de 3-2.8, esta minima variacién de datos se debe a la

inestabilidad de la emulsion al principio del periodo de almacenamiento.

Por lo tanto, el prebidtico FOS, es estable a pH acidos, por lo cual no se involucra en el
deterioro quimico de la bebida, ya que esta al paso de un periodo de tiempo sigue

conservando sus propiedades como al inicio de su elaboracion.

6.3.4. Acidez titulable

La acidez titulable se basa en la cantidad de acidos que contenga la bebida, esta se

determind tomando en cuenta la medicidon de acido citrico.

El porcentaje de acidez obtenido en la bebida fue muy bajo (0.32%), lo que indica que el
comportamiento de el acido citrico en la bebida no influye en las caracteristicas
esenciales de esta.
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El comportamiento de la acidez durante el primer mes de almacenamiento fue estable, por
lo tanto, esta mantiene sus propiedades en sabor, color, aroma en el periodo establecido.
En las pruebas anteriores (°Bx, pH y acidez) no se realizé un analisis estadistico para
conocer si entre los datos se encontraba una diferencia significativa, ya que a simple vista
se aprecia que los datos obtenidos en la medicion de p.H, acidez total y °Bx son muy

parecidos entre si para determinar su nivel de significancia.

6.3.5. Determinacién de cenizas

El analisis de cenizas se determind en el tiempo inicial y en el tiempo final del periodo de
almacenamiento (30 dias) a 4°C, cuyos valores obtenidos fueron de 0.125 y 0.12%
respectivamente. Teniendo en cuenta que la determinacidon se hizo por duplicado, y los
resultados que se presentan son las medias de estos, por lo tanto podemos decir que la
bebida es estable, ya que no existe un cambio en la cantidad de materia inorganica

contenida en la bebida.

Es importante saber que cantidad de cenizas tiene el alimento por su participacion en
algunas funciones del organismo como dar rigidez al esqueleto, suministran el material

para la acidez o alcalinidad de los jugos gastricos y otras secreciones.

6.3.6. Determinacion de fibra total

Esta determinacion se realizé al inicio y al final del almacenamiento a 4°C, para observar
si existe alguna influencia del almacenamiento de la bebida en cuanto al cambio de
contenido de fibra de la bebida obteniendo un valor inicial de 2.5 y de 2.4 % al final, por lo
tanto el periodo de almacenamiento no afecta el contenido de fibra de la bebida.

Con base a este valor de fibra y a la NOM-086-SSA1-1994, se puede decir que la bebida

cumple con las especificaciones de contenido de fibra.

En el cuadro 14 se presenta la caracterizacion fisica de la bebida saborizada en funcion
de algunas de sus propiedades, como son los sodlidos solubles, el pH, el contenido de
grasa y proteina que como podemos observar su valor no es significativo, ya que los

ingredientes utilizados no aportan gran cantidad de grasa ni de proteina.
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Cuadro 9.- Caracterizacion fisica de la bebida.

Caracteristica formulacion

A %
Ceniza 0.125

pH 3

Solidos Solubles (°Bx) 15
Humedad 90.3

Solidos totales 9.7

Fibra total 2.5

6.4. CALIDAD SANITARIA

Como se mencion6 anteriormente, la calidad sanitaria de la bebida se evaludé con la
determinacion de bacterias coliformes y la determinacion de organismos mesofilicos
aerobios (OMA’s) utilizando placas petrifiimyr y haciendo el recuento de colonias de cada

placa. En el cuadro 15 se muestran los resultados obtenidos de estas determinaciones.

Cabe mencionar que estas determinaciones se realizaron cada 5 dias durante 30 dias a la

bebida almacenada a 4°C.

44



Cuadro 10. Resultados de la evaluaciéon de la calidad sanitaria de la bebida en

almacenamiento.

Organismos coliformes
Organismos mesofilicos UFC/ml de en placas petrifilmyr
Tiempo Diluci bacterias aerobias en placas pararecuento de
ilucién
(dias) petrifiimyg incubadas a 35°C+1°C coliformes Totales
por 48h incubadas a 35°C+1°C
por 48h.
To 0 10" <100c <100c
T 5 10" <100c <100c
T, | 10 10" <100c <100c
T, | 15 10* <100c <100c
T, | 20 10 <100c <100c
Ts | 25 10* <100c <100c
Ts | 30 10" <100c <100c
Limite establecido por
PROY-NOM-218- 50 10
SSA1/SCFI-2002

Como se observa en el cuadro 15 todas las muestras en periodo de almacenamiento no
muestran una variacion en cuanto al contenido de mesofilicos aerobios y coliformes
totales, manteniéndose constantes para ambos (<100c), durante todo el periodo, lo que
nos indica que la bebida es estable a estas condiciones de almacenamiento, ya que no
presentan ninguna alteracién microbioldgica y por tal motivo cumple con lo especificado
en el PROY-NOM-218-SSA1/SCFI-2002.

6.5. ANALISIS SENSORIAL DE LA BEBIDAda SABORIZADA DURANTE EL PERIODO
DE ALMACENAMIENTO.

Esta evaluacion se realizé con el fin de conocer si entre las dos bebidas hay una
diferencia significativa al inicio y al final del almacenamiento, se realiz6 una prueba de
comparacion pareada simple a un nivel de probabilidad de 0.05, la cual dio como
resultado que no existe diferencia significativa entre las dos bebidas, ya que el valor total
de respuestas correctas es menor del 50%. Por lo tanto podemos decir que en
almacenamiento la bebida no pierde sus caracteristicas organolépticas. En el anexo se
muestran los resultados de esta prueba.

7. CONCLUSIONES
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e EI microorganismo utilizado cumple con el requisito de viabilidad al presentar

recuentos mayores de 1x10°.

e Los prebidticos como la inulina, los fructooligosacaridos y los isomaltooligosacaridos,
estimulan el crecimiento de Lactobacillus, ya que estos fungen como sustrato de las

bacterias probidticas por ser fuente de carbono.

e El crecimiento de Lactobacillus en presencia de Beneo-Raftilose (FOS prebiotico de
presentacion comercial) es considerablemente el mejor en cuanto al tiempo de

duplicacion de esta bacteria.

e Las pruebas fisicas y quimicas realizadas al producto muestran la estabilidad del
mismo, ya que sin cambios en el p.H, acidez total y °Bx demuestran que la bebida no
ha sido modificada por algun microorganismo o en su caso por la intervenciéon del

prebidtico como principal ingrediente en su formulacion.

e El contenido de fibra en la bebida alcanzd los limites permisibles por la norma NOM-
086-SSA1-1994, que establece que el contenido minimo de una bebida adicionada
con fibra es de 2.5, por lo tanto nuestra bebida cumple con este requerimiento, ya que

durante el periodo de almacenamiento no sufre ningun cambio.

8. RECOMENDACIONES PARA EL TRABAJO FUTURO

Las recomendaciones propuestas para el seguimiento del proyecto son las siguientes:

¢ Crear una conciencia social mas amplia en lo que respecta a los efectos fisioldgicos

durante el consumo regular de alimentos que contengan prebidticos.

¢ Validar el efecto bifidogénico suministrando a individuos adultos una dieta controlada
con las dosis recomendadas de los prebiodticos, verificando que estos hallan

modificado significativamente la composicion de la microbiota fecal.
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ANEXO 1.

DIAGRAMA DE ELABORACION DE LA BEBIDA PREBIOTICA

Disolver &l prebidtico
con200mL de aguaa
2500rpm durante S

min

Se agregalagomapara
hidratarla aT=25-40°C

Semezclaauna

temperaturads 20-25°Cy
se homogenizaa

2500rpm durante 30min.

Seagregaelagentede
pesoy &l saborizantea

1500rpm

Seenvasa ypasteurizaa
60°C durante 30min.

Seagregaelbenzostode
sodio, &l colorantayla
solucion de sacarosa.

Sehomogenizas
2500rpmduranta 5 min,
Posteriormentese licua
durante 15 min.para
hacer laemulsion.

La unica diferencia entre la formulacion A y la formulacion B es la

concentracion de sacarosa contenida en cada una para la formulacion A se

utilizé una solucion de sacarosa al 15% y para la formulacion B se utilizé

una solucién de sacarosa al 10%.



ANEXO 2

Hoja de respuestas presentada a los evaluadores para la prueba de preferencia.

Nombre:
Fecha:

INSTRUCCIONES: Por favor prueba las dos muestras que se le presentan. Primero pruebe la
muestra marcada con , enjuaguese y después pruebe la muestra marcada con

INDIQUE CUAL DE LAS DOS MUESTRAS PREFIERE USTED.

Prefiero la muestra:

Comentarios:

MUCHAS GRACIAS

Hoja de respuestas presentada a los evaluadores para la prueba discriminativa.

Nombre:
Fecha:

INSTRUCCIONES: Pruebe las dos muestras que se le presentan primero la muestra
marcada con XXXX y después la muestra marcada con YYYY y enjuaguese la boca
entre cada muestra. Indique si son iguales o diferentes:

Muestras Diferentes Iguales

XXXX | YYYY

En que caracteristica encuentra iguales o diferentes las muestras:




ANEXO 3

Cuadro A. Resultados de la prueba de preferencia de la formulacién A y formulacion B.

N° de Jueces Formulaciéon | Formulacion N° de jueces Formulaciéon | Formulacién

A B A B
1 1 0 31 1 0
2 1 0 32 1 0
3 1 0 33 1 0
4 1 0 34 1 0
5 0 1 35 0 1
6 1 0 36 0 1
7 1 0 37 0 1
8 1 0 38 1 0
9 1 0 39 1 0
10 1 0 40 1 0
11 1 0 41 0 1
12 1 0 42 0 1
13 1 0 43 0 1
14 1 0 44 0 1
15 1 0 45 0 1
16 1 0 46 1 0
17 1 0 47 1 0
18 1 0 48 1 0
19 1 0 49 1 0
20 1 0 50 1 0
21 1 0 51 1 0
22 1 0 52 1 0
23 1 0 53 1 0
24 1 0 54 1 0
25 1 0 55 1 0
26 1 0 56 1 0
27 1 0 57 1 0
28 1 0 58 1 0
29 1 0 59 0 1
30 0 1 60 1 0

PREFERENCIAS

N
(o]

[
[




Cuadro B. Resultados de la prueba discriminativa.

ANEXO 3

N° de arreglo NUum. De _ arreglo Num. De
h de respuestas N° de juez de respuestas
juez muestras correctas muestras correctas
L A B 0 32 B A 0 * Cada respuesta
2 A | A 1 33 A B 0 correcta equivale a 1;
3 B B 1 34 A A 1 cada respuesta
incorrecta equivale a 0
4 B A 0 35 B B 1
5 A B 0 36 B A 0
6 A A 1 37 A B 0
7 B B 1 38 A A 1
8 B A 0 39 B B 0
9 A B 0 40 B A 0
10 A A 1 41 A B 0
11 B B 1 42 A A 1
12 B A 0 43 B B 1
13 A B 0 44 B A 0
14 A A 1 45 A B 1
15 B B 1 46 A A 1
16 B A 0 47 B B 0
17 A B 0 48 B A 0
18 A A 0 49 A B 0
19 B B 0 50 A A 1
20 B A 0 51 B B 1
21 A B 0 52 B A 0
22 A A 1 53 A B 0
23 B B 1 54 A A 1
24 B A 0 55 B B 1
25 A B 0 56 B A 0
26 A A 1 57 A B 0
27 B B 1 58 A A 1
28 B A 0 59 B B 1
29 A B 0 60 B A 0
30 A A 1 Total de respuestas 26
31 B B 0 correctas




ANEXO 4.

PROCEDIMIENTO Y REACTIVOS DE LOS METODOS DE INVESTIGACION.

Sélidos totales.

Colocar en una charola de aluminio de 2 a 3 mL de muestra y pesarlos
Colocar en una estufa a 100°C hasta peso constante.

Pesar y determinar los sélidos totales en la muestra.

Solidos solubles (°Brix)

Humedad.

Calibrar el refractometro de Abbe, con una gota de agua ya que esta
corresponde a 0% de solidos solubles.
Colocar una gota de la muestra en el refractometro medir los °Bx.

Lavar con agua destilada.

Colocar la capsula en una cama de arena previamente limpia y calcinada
en | mufla

Pesar la capsula y agregar 5mL de la muestra

Colocar la capsula en una parrilla de calentamiento y evaporar al maximo
Introducir la capsula a la estufa hasta alcanzar el peso constante, en t=5h
aproximadamente.

Sacar la capsula y colocarla en el desecador y dejar reposar

Pesar la muestra y realizar los calculos de determinacién de humedad

ANALISIS QUIMICOS.

p.H

Reactivos

0 Solucién reguladora de pH 4

0 Solucidn reguladora de pH 7

Calibrar el potenciometro con las soluciones reguladoras de pH 4 y pH 7
Homogenizar la muestra

Sumergir el electrodo en la muestra de manera que los cubra
perfectamente

Hacer la medicion de pH.

Sacar el electrodo y lavarlo con agua.

Acidez titulable

Reactivos
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0 Solucién 0.1N de hidroxido de sodio.

o Fenolftaleina

Colocar aproximadamente 20mL de la muestra en un vaso de precipitados
Adicionar 2 gotas de fenolftaleina

Titular la muestra con la solucion de NaOH 0.1N hasta aparecer un color
rosa claro por 10s.

Anotar los mL gastados en la titulacion

Calcular el % de acidez titulable en acido citrico.

Andlisis de cenizas

Colocar a peso constante el crisol, colocandolo en la mufla a 550°C durante
media hora.

Sacar el crisol y dejarlo enfriar en un desecador

Pasar el crisol vacio en una balanza analitica, agregar aproximadamente un
mililitro de muestra y volver a pesar

Incinerar la muestra con el mechero evitando que se incendie.

Cuando la muestra esté completamente incinerada, pasar el crisol a la
mufla y dejar durante una hora y media a 550°C.

Transcurrido este tiempo, sacar el crisol con las pinzas, dejar enfriar dentro
del desecador y pesar.

Calcular % de cenizas en la bebida.

Determinacion de fibra dietética.

Caliente las hornillas. Estas deben estar calientes cuando los vasos de

600mL se coloquen sobre ellas.
Transfiera 2mL de la muestra en cada vaso alto.

Agregue 200 ml de &cido sulftrico al 1,25 % hirviendo e inmediatamente

colocarlo en la hornilla. Hierva exactamente por 30 minutos.

Filtre la solucién caliente a través del papel de filtro. Lave con agua
hirviendo varias veces con porciones de 50 ml cada vez, hasta que el agua

de lavado no tenga reaccion acida. Filtre con succién.

Regresar el residuo con mucho cuidado a su vaso original utilizando el
frasco lavador, conteniendo 200 ml de NaOH al 1,25 % hirviendo. Hierva

durante 30 minutos.
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Retirar de la hornilla, filtrar inmediatamente sobre crisol Gooch. Lavar el
residuo con agua hirviendo, hasta la eliminacion del hidréxido de sodio en
el filtrado, y lavar finalmente con pequefas porciones de alcohol.

Llevar el residuo a la estufa y secar a 105 ° C por espacio de 2 horas.

Enfriar y pesar.

Coloque en la mufla a 500-600° C hasta que el contenido sea de color

blanco (aproximadamente una hora).

ANALISIS MICROBIOLOGICOS.
Agua peptonada

Disolver 1 gramo de peptona de caseina por un litro de agua destilada
Distribuir en porciones de 90 o en volimenes multiplos de 9 segun se
requiera.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Almacenar a una temperatura de 4°C+1°C por un tiempo no mayor a un

mes.

Determinacion de Organismos Mesofilicos Aerobios (OMA's)

Colocar la placa petrifilm en una superficie plana.

Levantar la lamina semitransparente superior.

Colocar 1mL de la dilucién 10" en el centro de la pelicula cuadriculada
inferior.

Libere la pelicula superior dejando que caiga sobre la dilucién.

Con el lado rugoso hacia abajo, coloque el dispersor sobre la pelicula
superior, cubriendo totalmente la muestra.

Presionar suavemente el dispersador para distribuir la muestra.

Esperar 1min aprox. para que solidifique el gel.

Incubar las placas cara arriba, a 35+1°C durante 48h

Transcurrido este tiempo, contar las colonias y expresar los resultados.

Determinacion de microorganismos Coliformes totales.

Colocar la placa petrifilm en una superficie plana.

Levantar la lamina semitransparente superior.

Colocar 1mL de la dilucién 10" en el centro de la pelicula cuadriculada
inferior.

Libere la pelicula superior dejando que caiga sobre la dilucién.
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Con el lado rugoso hacia abajo, coloque el dispersor sobre la pelicula
superior, cubriendo totalmente la muestra.

Presionar suavemente el dispersador para distribuir la muestra.

Esperar 1min aprox. para que solidifique el gel.

Incubar las placas cara arriba, a 35+1°C durante 48h.

Transcurrido el tiempo, contar las colonias y expresar resultados.



