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RESUMEN

En este trabajo se ha llevado a cabo el disefio de una bebida pre y
probiética a base de zumo de lulo (Solanum quitoense). La bebida se
elabor6 con suero lacteo, zumo de lulo, una fibra soluble que le confiere la
cualidad de prebidtica y un microorganismo que le confiere la de probidtica.
El microorganismo elegido para dicha bebida fue el Lactobacillus
acidophilus, el cual a partir de una cantidad superior a 10° u.f.c./g posee
beneficios terapéuticos para el organismo. La bebida se elaboré con suero
lacteo puesto que era el medio en el que crecia con mas facilidad el
Lactobacillus Acidophilus, y zumo de lulo a los cuales se les aplicé un
tratamiento de encapsulacién mediante spray drying (secado por aspersion)
con la finalidad de obtener un polvo capaz de ser rehidratado. A continuacion
se midié la cantidad de microorganismos que habia después del tratamiento
spray drying con la objeto de ver si podria ser considerado como probiotoco,
segun la legislacion vigente. Por altimo, se realizé un panel sensorial para
evaluar la aceptacion por los consumidores potenciales.

RESUM

En aquest treball s'ha dut a terme el disseny d'una beguda pre i probidtica
a base de suc de lulo. La beguda es va elaborar amb un sérum lacti, suc de
lulo, una fibra soluble que li confereix la qualitat de prebiotica i un
microorganisme que li confereix la de probiotica. ElI microorganisme triat per
a aquesta beguda va ser el Lactobacillus acidophilus, el qual a partir d'una
quantitat superior a 10° ufc/g té beneficis terapéutics per a l'organisme. La
beguda es va elaborar amb sérum lacti ja que era el mitja en qué creixia amb
més facilitat el Lactobacillus Acidophilus, i suc de lulo als quals se'ls va
aplicar un tractament de encapsulacié anomenat spray drier amb la finalitat
d'obtenir una pols capac¢ de ser rehidratada. A continuacio, es va mesurar la
quantitat de microorganismes que havia després del tractament amb spray
drying amb el objectiu de veure si hi havia la quantitat suficient per ser
probiotic. Per ultim, es va realitzar un panell sensorial per avaluar
I'acceptacié pels possibles consumidors potencials.
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ABSTRACT

In this work we have carried out the design of prebiotic and probiotic drink
based in lulo juice. The drink was developed with a whey, lulo juice, a soluble
fiber that gives the quality of prebiotic and a microorganism that gives the
quality of probiotics. The organism chosen for this drink was the Lactobacillus
acidophilus, which from a quantity greater than 10° cfu/g has therapeutic
benefits for the body. The drink was made with whey, because it was the
environment in which the Lactobacillus Acidophilus grew more easily, and
lulo juice to which was applied a encapsulation treatment called spray drier in
order to obtain a powder can be rehydrated. Then we measured the amount
of microorganisms had after spray drying treatment in order to see if there
was enough for probidtic. Finally we conducted a sensory panel to evaluate
the potential acceptance by potential consumers.

PALABRAS CLAVE: Lactobacillus acidophilus, spray drying, probidtico,
prebidtico, lulo.

1. INTRODUCCION

Las tendencias mundiales de la alimentacion en los ultimos afios indican
un interés acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos, que
ademas del valor nutritivo aporten beneficios a las funciones fisioldgicas del
organismo humano (Alvidrez-Morales et al., 2002). En opinion de los
expertos, muchas de las enfermedades crénicas que afligen a la sociedad de
un modo particular (cancer, obesidad, hipertension, trastornos
cardiovasculares) se relacionan de un modo muy estrecho con la
alimentacion (Jones, 2002). En este contexto, surgieron con fuerza los
llamados alimentos funcionales, considerados como aquellos que, ademas
de aportar los nutrientes recomendados, ejercen efectos beneficiosos sobre
una o mas funciones del organismo, fomentando la salud y reduciendo el
riesgo de enfermedad (Med, 1999).

En los paises occidentales la historia de este tipo de alimentos se
remonta a las primeras practicas de fortificacion con vitaminas y minerales,
asi como también a la practica de incluir ciertos componentes en los
alimentos procesados con el objeto de complementar alguna deficiencia de
la poblacion. En la actualidad, se observa una clara preocupacion en nuestra
sociedad por la posible relacion entre el estado de salud personal y la
alimentacion que se recibe (Alvidrez-Morales et al., 2002).

La Academia Nacional de Ciencia de los Estados Unidos ha definido los
alimentos funcionales como “cualquier alimento o ingrediente alimenticio
modificado, que pueda proporcionar un beneficio a la salud superior al de los
nutrientes tradicionales que contiene” (Thomas y Eart, 1994). Un alimento
funcional se caracteriza por la adicion o modificaciéon de algin componente
por medios quimicos o biotecnolégicos, como la encapsulacién, con los
cuales es posible conferir la biodisponibilidad de dicho componente para que
manifieste su actividad y promueva beneficios fisioldgicos. Entre los



Disefio de una bebida pre vy probidtica Eugenia Garcia Zaragoza

componentes activos utilizados en la elaboracion de alimentos funcionales
destacan los componentes probidticos y prebidticos. Dentro de los
probiéticos estan los microorganismos del género Lactobacillus y
Bifidobacterium, los cuales al ser ingeridos en cantidades suficientes,
ejercen un efecto positivo en la salud mas alla de los efectos nutricionales
bésicos (Betoret et al., 2003; Charalampopoulos et al., 2002; Tuhoy et al.,
2003) puesto que contribuyen al equilibrio de la flora intestinal y potencian el
sistema inmunoldgico (Salminen y Von Wright, 1998). Se ha observado que
los probioticos tienen efectos mas alla del valor nutritivo del alimento,
incluyendo la exclusion, antagonismo e interferencia con microorganismos
patdogenos, la inmunoestimulacion e inmunomodulacion, actividades
anticarcinogénicas y antimutagénicas, alivio de los sintomas de intolerancia
a la lactosa, reduccion de colesterol sérico, reduccion de la presion arterial,
disminucién en la incidencia y duracién de diarrea, prevencion de vaginitis y
mantenimiento de la integridad de las mucosas entre otras. Otros beneficios
incluyen la estimulacion de la sintesis de vitaminas y produccion de enzimas,
estabilizacion de la microflora, y reduccion del riesgo de cancer de colon
(Barrante et al., 2004; Berrocal et al., 2002). No hay acuerdos generales en
cuanto a la concentracion minima necesaria del probiético para alcanzar
ventajas terapéuticas. Algunos investigadores sugieren niveles de
concentracién mayores a 10° ufc/ml, otros estipulan concentraciones
mayores a 10" ufc/ml 'y 10° ufc/ml como niveles satisfactorios (Kailasapathy y
Rybka, 1997; Lourens-Hattingh y Viljeon, 2001, Kurmann y Rasic, 1991).

Por otro lado, los prebi6ticos son ingredientes no digeribles de la dieta,
que producen efectos beneficiosos estimulando selectivamente el
crecimiento y/o actividad de uno o mas tipos de bacterias en el colon, las
que tienen a su vez propiedad de elevar el potencial de salud del
hospedador (Diplock et al., 1999). Entre los prebio6ticos hay diferentes tipos
de fibra: soluble, lignina y oligosacaridos no digeribles, por ejemplo los
fructooligosacéaridos, que se afiaden a productos como leche, yogures,
flanes y margarinas. Estos compuestos son sustrato de las bacterias que
colonizan el intestino grueso, originando acido lactico y &cidos grasos de
cadena corta, que estimulan el crecimiento de las bifidobacterias y equilibran
la flora intestinal (Charalampopoulos et al., 2002; Tuhoy et al., 2003). Para
gue una sustancia (o grupo de sustancias) pueda ser definida como tal debe
cumplir los requisitos siguientes: ser de origen vegetal, formar parte de un
conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas, no ser digerida por las
enzimas digestivas, ser parcialmente fermentada por las bacterias colonicas
y ser osmoéticamente activa (Maté, 1996).

La combinacién de prebibticos con probidticos se ha definido como
simbidtico, la cual beneficia al huésped mediante el aumento de la
supervivencia e implantacion de los microorganismos vivos de los
suplementos dietéticos en el sistema gastrointestinal. Se ha descrito un
efecto sinérgico entre ambos, es decir, los prebidticos pueden estimular el
crecimiento de cepas especificas y por tanto contribuir a la instalacion de
una microflora bacteriana especifica con efectos beneficiosos para la salud
(Roberfroid, 2000).
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Un super alimento se considera que tiene alta densidad de nutrientes con
propiedades preventivas o curativas de muchas enfermedades crénicas. Un
super alimento se define como "un alimento natural considerado como
especialmente beneficioso debido a su perfil de nutrientes o de sus
cualidades para la proteccion de la salud” (Diccionario Oxford, 2009). De ahi
se deduce el concepto de superfrutas. En el afio 2005, el término
“superfruta” fue acunado para describir un grupo de frutas y bayas que
contienen aparte de las cualidades propias de las frutas, cantidades muy
altas de compuestos antioxidantes y otros nutrientes beneficiosos para la
salud. Los principales parametros que se valoran para otorgar a una fruta la
categoria super, con un valor extra en sus propiedades nutricionales son,
entre otros, que tenga una importante concentracién de nutrientes, que
destaque por su contenido en antioxidantes, que cuente con avales
cientificos contrastados e investigaciones clinicas de sus beneficios reales.
Las defensas antioxidantes del organismo son claves para el control de
enfermedades cronicas asociadas con el estrés oxidativo como cancer,
arterioesclerosis, artritis y el proceso biolégico de envejecimiento, por lo
tanto el suministro de antioxidantes exdgenos podria tener efectos benéficos
y ser una alternativa en la prevencién y tratamiento de enfermedades
asociadas con procesos oxidativos a nivel celular (Brad-Williams et al., 1995;
Rivera, 2006; Tafrut et al., 2005). Un ejemplo de superfruta es el Lulo o
naranjilla. La planta de lulo (Solanum quitoense) es una especie frutal
semisilvestre nativa de América del Sur, que se consume en Colombia
debido a su agradable y delicado aroma (Coralia et al., 2002). Las dos
variedades botanicas de Ilulo méas importantes en el pais son la
septentrionale y la quitoense: la primera se caracteriza por la presencia de
espinas en el tallo y en las hojas, mientras la segunda variedad no presenta
espinas; ademas, el fruto es generalmente menos acido que en la variedad
septentrionale (Estrada, 1992).

TABLA 1: Composicion principal del lulo

Valor alimenticio por 100 g de porcién comestible * Cantidad
Calorias 23 cal
Humedad 858-925¢
Proteinas 0,107-0,6 g
Carbohidratos 5,79
Grasa 0,1-0,24¢
Fibra 0,3-4,6¢
Ceniza 0,61-0,8¢
Calcio 59-12,4mg
Fosforo 12,0 - 43,7 mg
Hierro 0,34 - 0,64 mg
Carotenos 0,071 - 0,232 mg
Tiamina 0,04 - 0,094 mg
Riboflavina 0,03 - 0,047 mg
Niacina 1,19- 1,76 mg
Acido ascorbico 31,2-83,7 mg
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En la tabla 1 se puede observar la composicién del lulo (Morton, 1987).
Como puede comprobarse en la tabla 1, el lulo es rico es vitamina C, por lo
que es importante en la formacién del colageno, proteina que ayuda a
mantener las estructuras corporales, interviene en la absorcion del hierro y
refuerza mecanismos de autodefensa corporales. Ademas, tiene un alto
contenido en hierro, calcio y fosforo propiciando un buen estado del sistema
0seo, cabellos y ufias (Martinez y Garcia, 2001).

El presente trabajo pretende llevar a cabo el disefio de una bebida en
polvo con caracteristicas prebidticas y probidticas y con los beneficios de
una superfruta como el lulo. Tal como se comentd anteriormente, el lulo es
una fruta con abundantes propiedades beneficiosas para el organismo, pero
presenta varios problemas que dificultan su uso. Uno de ellos es el problema
de estacionalidad y que debe ser cultivado en zonas semisilvestres, lo que
dificulta su procesado y obtencion. Asi mismo, su caracter acido dificulta el
crecimiento de microorganismos probioticos. Por tanto, en este trabajo se
intentara conseguir las condiciones O6ptimas para cumplir el objetivo
deseado.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Plan de trabajo

En la figura 1 se muestra el plan de trabajo seguido, este constd de tres
fases las cuales se detallan a continuacion.

> FASE |: OBTENCION DE LOS COMPOMENTES PROBIOTICOS EN
POLVO

Inicialmente se testaron diferentes medios de crecimiento de la cepa
probiética (Lactobacillus acidophilus): suero de leche, suero de leche con
extracto de levadura, suero de leche con extracto de levadura y
maltodextrina, zumo de uva y zumo de uva con extracto de levadura. Una
vez obtenidas las curvas de crecimiento y con la finalidad de seleccionar el o
los medios éptimos de crecimiento, estas se modelizaron y se obtuvieron los
parametros caracteristicos de las mismas. Posteriormente, se procedid a
optimizar las condiciones de operacion del proceso de secado mediante
spray dryer. Finalmente, cuando se obtuvo el polvo del componente
probiodtico, este se caracterizé y se procedié a estudiar la viabilidad del
mismo, es decir, estudiar la cantidad de microorganismos que sobrevivian al
tratamiento con el spray dryer.

> FASE Il : OBTENCION DEL POLVO DE LULO CON PREBIOTICO

Para la obtencion del polvo de lulo con el componente prebidtico se partid
de zumo de lulo al que se le afiadié Nutriose FM 06 ® para conferir la
cualidad de prebidtica a la bebida. Seguidamente, se sometio la mezcla al
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proceso de spray drying, obteniéndose el producto en polvo que
posteriormente se caracterizo.

> FASE Il : DISENO DE LA BEBIDA

Para finalizar, se procedio a la formulacién de la bebida mezclando los
productos obtenidos en la FASE | y en la FASE I, decidiendo la proporcion
adecuada de ambos para obtener un producto final con caracteristicas pro y
prebidticas. A la mezcla se le afiadieron, en una primera fase, diferentes
concentraciones de azlcar y en una segunda fase, se testaron diferentes
edulcorantes. Los productos obtenidos fueron reconstituidos en agua y
evaluados organolépticamente mediante analisis sensorial. Ademas, se llevd
a cabo un analisis de la estabilidad del producto en polvo almacenado a
temperatura ambiente y en congelacion.

OBTENCION DELCOMPOMENTE PROBIOTICO EN POLVO
Componente Viabilidad
probiético componente
FASE (—
I @
Eleccion medio :> Spray drier :> Producto
de crecimiento en polvo

OBTENCION DEL POLVO DE LULO CON PREBIOTICO

[ Zumo de lulo ]

FASE %
I Spray drier :> PrOdU|Ct0
en polvo
Componente &
prebiético

DISENO DE LA BEBIDA

Componente Polvo de luloy
prob|ot|co componente
FASE prebidtico
1

Andlisis sensorial
Beblda en polvo |]|:>

Estabilidad

FIGURA 1: Plan de trabajo.
2.2. Materiales
Para la realizacion de este trabajo se utilizé pulpa de lulo (Solanum

quitoense) procedente de Ecuador de la marca “Tutti Frutti”. La cepa
probiotica elegida, basando en estudios previos (Ruixiang et al., 2007), fue
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Lactobacillus acidophilus (CECT 903) procedente de la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo.

Los ingredientes utilizados para la formulacion de los medios de
crecimiento para el L. acidophilus fueron: suero lacteo en polvo (EcoGala,
Nutriops S.L., Librilla, Murcia, Espafia), zumo de uva moscatel (Don Simon,
J. Garcia Carrion S.A., Daimiel, Castilla-La Mancha, Espafa), extracto de
levadura (Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espafia), maltodextrina (Sosa
Ingredients S.L, Moia, Barcelona, Espafa), caldo MRS (Scharlau, Chemie,
S.A., Barcelona, Espafia).

Como componente prebidtico se empleé Nutriose FM 06 ® (Roquette
Freres, Lestrem, Francia) (fibra soluble de la gama de las dextrinas con un
alto contenido en fibra superior al 85% y muy baja viscosidad). La
NUTRIOSE FM 06 ® no se ve afectado en el proceso de spray drying, por lo
que no hay pérdida de la fibra, ademas, muestra una alta tolerancia a la
digestion.

Finalmente, el medio de cultivo utillizado en las determinaciones
microbioldgicas fue agar MRS (Scharlau, Chemie, S.A., Barcelona, Espafia).

Para el secado tanto del compontente probiotico como del zumo de lulo
enriquecido con prebidtico se utilizé un equipo BUCHI Mini Spray Dryer B-
290 (Buchi Labortechnik AG ,Flawil, Switzerland).

El producto final fue endulzado con azucar comercial (AB Azucarera
Iberia SLU, Madrid, Espafa), aspartame (Nutrasweet ®, Chicago, lllinois,
USA) y jarabe comercial de fructosa (Fruit-up ®, Wild Valencia S.A.,
Carcaixent, Valencia, Espafia).

2.3. Obtencion del componente probiotico en polvo

2.3.1. ELECCION DEL MEDIO DE CRECIMIENTO PARA EL
COMPONENTE PROBIOTICO

Se plantearon varias posibilidades como medio de crecimiento de la cepa
probidtica, las opciones elegidas asi como sus caracteristicas de pH y °© Brix
se muestran en la tabla 2.

Para la realizacibn de las curvas de crecimiento se parti6 de una
concentracion inicial de L. acidophillus de 10%10% ufc/mL en los diferentes
medios de cultivo testados (tabla 2). Estos se incubaron a 37°C y se
procedié a tomar muestras cada 4 horas realizandose los recuentos de los
microorganismos probidticos mediante siembra en doble capa en MRS agar.
A partir de los datos obtenidos se obtuvieron las curvas de crecimiento.

Una vez obtenidas las curvas de crecimiento en los distitintos medios en
estudio se procedio a realizar una modelizacion de las mismas con el fin de
obtener sus parametros caracteristicos del desarrollo microbiano: fase de
latencia (A), velocidad de crecimiento (umax) Y méxima densidad poblacional
(MDP) y decidir el 6 los medios a utilizar en el presente trabajo para lograr
un desarrollo de la cepa probiotica del orden de 10°-108 ufc/mL. Para ello se
utilizaron modelos cinéticos primarios de crecimiento, concretamente las
funciones mecanisticas propuestas por Baranyi & Roberts (1995) y funciones
lineales (Buchanan et al., 1997). Dentro del primer grupo se consideraron
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ecuaciones de modelo completo (MC) en el que se consideran las tres fase
caracteristicas del crecimiento microbiano, modelo sin fase lag (NL) y
modelo sin fase asintotica. En lo referente a las funciones lineales se
testaron modelos trifasicos, bifasicos y lineales.

La comparacion entre los parametros cinéticos se efectué en base al
criterio 2 sigma, el cual define el intervalo de confianza en el que se
encuentra el 95% de la poblacion analizada (Carot, 2012).

TABLA 2: Medios de crecimiento y sus valores de pH y °Brix.

Nombre Composicién pH °Brix
Suero de leche 5 g polvo/200 mL liquido 6,67 2,6
Suero de leche 5 g polvo+5 g EL/200 mL liquido 6,73 53

+ E.L
Suero de leche 5gpolvo+5gEL 6,27 14

+E.L. +10% +10%maltodextrina(p/p)/200 mL liquido
maltodextrina
Suero de leche 5gpolvo +5gEL 6,77 20,7
+E.L.+20% +20%maltodextrina(p/p)/200 mL liquido
maltodextrina
Zumo de uva 200 mL zumo + 0,2 g bicarbonato para pHi = 3,6 14,5

ajustar el pH a 6. pHf = 6,01
Zumo de uva+ | 200 mL zumo +5 g EL + 0,7 g bicarbonato | pHi= 3,5 14,5
E.L para ajustar el pH a 6. pHf= 6,03

E.L.: extracto de levadura
2.3.2. OBTENCION DE POLVOS MEDIANTE SPRAY DRYING

Los polvos del componente probiético se obtuvieron mediante secado por
aspersion con un spray dryer. En este equipo se controlan las condiciones
de salida del producto (temperatura de salida) modificando los parametros
de entrada. Los parametros de entrada que pueden modificarse son:
temperatura de entrada, % aspiracion, caudal de la bomba, caudal de aire y
ciclos de limpieza de la boquilla. Para la obtencion del componente
probiético en polvo, se testaron diferentes temperaturas de trabajo
(temperatura de entrada) al ser este parametro limitante del proceso de
deshidratacion al repercutir en la supervivencia de los microorganismos que
confieren a la bebida el caracter probidtico El rango de temperatura de
trabajo del equipo se situa entre 100°C y 220°C y las temperatauras testadas
en el presente trabajo fueron: 100, 105, 110 y 130°C. El resto de parametros
de operacion del aparato se mantuvieron constantes en todos los
experimentos, siendo estos: aspiracion del 95%, potencia de la bomba
bomba del 30%, altura de la columna del rotametro (hC) de 3 cm y el ciclo de
limpieza de la tobera (nozzle) de 6.

Como soporte se utilizé maltodextrina, puesto que ofrece una proteccion
a los microorganismos en el tratamiento de secado por aspersion. En el
presente trabajo se utilizaron dos concentraciones de maltodextrina (10 y
20% w/w). Ademas, tambien se analiz6 el efecto de la esterilizacién o no de
este soporte.
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2.4. Obtencion del polvo de lulo con prebiotico

El polvo de lulo con el componente prebidtico se obtuvo, al igual que en
el caso del componente probiético, mediante un tratamiento de secado por
aspersion con el spray dryer.

La proporcion de Nutriose FM 06 ® afadida al zumo de lulo se fij6 de
acuerdo con la ecuacion 1 y en funcién de los grados Brix de la muestra de
zumo (Mosquera et al., 2010).

- mmuestra ' oBrIX ) 1 g SOIUtO
mNutriose = 100 ( /oo g muestraj @)

La Nutriose FM 06 ®, ademas de conferir el caracter prebiotico al zumo
de lulo, facilita el secado por aspersion.

2.5. Analisis fisicoquimicos realizado a los polvos

Los analisis fisicoquimos realizado a los polvos obtenidos (componente

probiotico y lulo enriquecido con prebiotico) fueron:

a) Solidos solubles totales (°Brix): se determinaron con un refractémetro
digital con control de la temperatura Peltier, modelo RFM 330
(Belingham & Stanley Limited, Kent,U.K.)

b) Actividad de agua: se determiné con un medidor de actividad de agua
modelo FA-st lab 1, (GBX, Bourg de Peage, Francia).

c) pH: se determin6é con un pHmetro modelo Consort ¢-830, (Turnhout,
Belgium), previa dilucion en 250 mL de agua.

2.6. Diseiio de la bebida
2.6.1. FORMULACION DE LA BEBIDA

El resultado del trabajo debe ser una bebida a base de zumo de lulo con
propiedades probidticas y prebidticas. Por tanto, como ya se comentd
anteriormente, deberd estar compuesta de una parte probibtica y otra
prebiotica. Se ha supuesto que la proporcion adecuada es la cantidad
minima de ambas partes que haria que al ser disueltas en un vaso de agua
(250 mL), el organismo recibiera el aporte de dichos beneficios probioticos y
prebidticos. Por ello, se llegé a la conclusion que los gramos minimos de la
parte prebidtica, es decir del lulo en polvo con Nutriose FM 06 ®, serian los
gue confirieran a la bebida los mismos grados brix que tenia el zumo de lulo
antes del tratamiento con spray drying. Por otro lado, los gramos de la parte
probidtica serian los necesarios para que en el vaso de agua (250 mL)
hubiera una cantidad superior a 10° u.f.c./mL.
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2.6.2. ANALISIS SENSORIAL

Para el analisis sensorial se diseiid un experiemento basado en la
metodologia JAR (Just About Right). En el método JAR se utiliza una escala
de medicion de la adecuacion del nivel de un atributo en un producto (Lawles
y Heymann,1998). Aunque hay muchas variaciones de escalas JAR, las mas
frecuentes suelen constar de cinco o siete puntos. En este trabajo se incluyé
una escala de cinco puntos para evaluar los atributos: sabor acido, dulce y a
fruta. Para analizar los datos obtenidos con la escala JAR primero se calculo
el porcentaje de respuesta de consumidores para cada uno de los puntos en
la escala. En segundo lugar se estimaron las desviaciones por encima y
debajo del punto medio de la escala, segun la aproximacion propuesta por
Gacula et al (2007). Para ello la escala individual de cinco puntos (1,2,3,4,5)
se transformé en una (-2, -1, 0, 1 y 2 respectivamente). De este andlisis de la
desviacién se obtienen dos grupos de datos, uno que recoge a los
consumidores que sienten que el producto no cubre sus expectativas (por
debajo de JAR) y otro para aquellos para los cuales las excede (por encima
de JAR). Un producto se considera aceptable para un determinado atributo
cuando los valores de desviacion de JAR se encuentren en + 0.25.

Para la evaluacion de la aceptabilidad global del producto, asi como la
presencia de sabores a levadura o extrafios, se introdujo en el cuestionario
una escala heddnica de 9 puntos.En este caso para el analisis estadistico se
empled Analisis de la Varianza.

El analisis sensorial se llevd a cabo en una sala de catas estandarizada y
el reclutamiento de los consumidores se realizd6 entre los miembros de la
institucion con edades comprendidas entre los 23 y los 50 afios. Se
disefiaron dos experiencias: una con el objetivo de definir el nivel 6ptimo de
azucar para el producto y una segunda con el objetivo de evaluar
edulcorantes alternativos. Las muestras se sirvieron a temperatura de 10 + 3
°C en vasitos de plastico transparente, codificados con numeros de tres
digitos.

2.6.3. ESTABILIDAD DEL COMPONENTE PROBIOTICO

Para el analisis de la estabilidad del producto, se estudi6 la viabilidad del
componente probiético (ufc/mL) mediante recuento en placa en agar MRS.
El estudio se realiz6 sobre muestras conservadas a temperatura ambiente y
sobre muestras que habian sido conservadas a baja temperatura (-18°C) en
un congelador.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3. 1. Obtencion del componente probiotico en polvo
3.1.1. ELECCION DEL MEDIO DE CRECIMIENTO
En la figura 2 se muestran las curvas de crecimimento de L. acidophilus
en los distintos medios testados, ademas también se muestra la curva

correspondiente al desarrollo de la cepa probidtica en el medio de cultivo
especifico para el crecimiento de los lactobacillus (caldo MRS).
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FIGURA 2: Curvas de crecimiento de L. acidophilus en distintos medios.

Los resultados obtenidos indican que en todos los medios testados,
excepto para el zumo de uva, el desarrollo de L. acidophilus siguié una curva
sigmoidal tipica del crecimiento microbiano, compuesta por una fase de
latencia, una de crecimiento exponencial, una fase estacionaria y en algunos
casos una fase de declive. No obstante, el comportamiento de la cepa
probiodtica vari6 en funcion del medio considerado. Asi, y como era de
esperar el mayor desarrollo de L. acidophilus se produjo en MRS, medio
especifico para el crecimiento de este tipo de microorganismo. No obstante,
los medios compuestos por suero de leche y extracto de levadura con o sin
maltodextrina, presentan niveles de crecimiento cercanos a los detectados
en MRS. Cuando el suero de leche no llevaba adicionado ningan
componente los niveles de desarrollo fueron inferiores, observandose incluso
una fase de decaimiento a las 48h. Los menores niveles de desarrollo del L.
acidophilus se dieron en los medios compuestos por zumo de uva. Cuando
al zumo de uva se le adicion6 extracto de levadura, la curva de crecimiento
siguié presentando una tendencia sigmoidal aunque el maximo nivel de
desarrollo fue significativamente inferior al detectado en los otros medios
testados. Ademas, al igual que ocurria con el suero de leche, se observé una
fase de decaimiento a partir de las 40h. Cuando el zumo no llevaba
adicionado ningun nutriente, el desarrollo de la cepa probidtica fue minimo y
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a partir de las 12 h el comportamiento de la curva se correspondié con el
caracteristico de una curva de inactivacion y a las 28h ya no se detectd
presencia de L. acidophilus.

Las curvas de crecimiento mostradas en la figura 2 se modelizaron en
base a los seis modelos mas utilizados en microbiologia predictiva para el
crecimiento microbiano. A partir de dichas modelizaciones se obtuvieron los
pardmetros caracteristicos del desarrollo microbiano: tiempo de latencia
(lag), velocidad maxima de crecimiento (Umax) Y mMaxima densidad
poblacional (MDP). La bondad de los ajustes se evaluo en base a los valores
de R? y ademas de obtuvieron los errores estandar de dichos ajustes. En la
tabla 3 se muestran los resultados obtenidos, cabe destacar que de los seis
modelos testados el modelo completo de Baranyi y Roberts (1994) fue el que
mejores ajustes presento, por lo que los resultados mostrados en la tabla 3
se corresponden con dicho modelo. En el caso del zumo de uva no se pudo
proceder a la modelizacion puesto que el comportamiento no se
correspondio con el caracteristico de las curvas de crecimiento.

Al analizar los resultados obtenidos en lo que respecta a la fase de
latencia (LAG) o adaptacion del microorganismo al medio, no se observaron
diferencias entre los valores obtenidos para el medio de referencia (MRS) y
los distintos medios testados. No obstante, al comparar estos ultimos entre
si, el unico medio en el que se observo cierta variacion respecto a la fase lag
fue el que contenia suero y extracto de levadura. En este caso, la fase de
latencia fue inferior a la observada para el resto de los medios de
crecimiento lo que indica una mejor adaptacion del microorganismo y un
inicio mas rapido de la fase de crecimiento exponencial.

En cuanto a la velocidad de crecimiento de la cepa probiotica, esta fue
similar a la observada en MRS para lo medios compuestos por suero y
extracto de levadura, independientemente de la presencia o no de
matodextrina y de la concentracién de esta. Por lo contrario, en el medio
compuesto unicamente por suero de leche y el formulado con zumo de uva y
extracto de levadura la velocidad de desarrollo de la cepa probiotica fue
inferior.

En lo referente a la maxima densidad poblacional (MDP) alcanzada en
los diferentes medios en estudio se observo que en los que contenian en su
composicion suero de leche y extracto de levadura el nivel de desarrollo de
los microorganismos fue del mismo orden que el detectado en el medio de
referencia (MRS), situandose entorno a 8.5 log ufc/mL, niveles superiores a
los requeridos para conferir el caracter probiético. Por el contrario, cuando la
cepa probiodtica se inoculé en el medio compuesto unicamente por suero de
leche y el elaborado con zumo de uva y extracto de levadura los niveles de
desarrollo del microorganismo fueron sensiblemente inferiores. En el caso
del zumo de uva apenas alcanzaron la concentracion requerida para poder
acufar el termino de probidtico.

12
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TABLA 3. Parametros caracteristicos del proceso de crecimiento en los
diferentes medios testados en base a los modelos de Gompertz y Baranyi.

LAG Velocidad MDP SE R®
(h) (ufc-mL™h™Y | (log ufe.mL™)
MRS 8.39+2.88 0,47+0.14 8.78+0.38 | 0,5791 | 0,9603

SUERO 10.38+0.38 0,21+0.10 6,92+0.28 0,4554 | 0,9369

SUERO + EL | 7.86+1.52 0,35+0.04 8.47+0.12 0,3477 | 0,9778

SUERO + EL | 10.38+0.90 0,39+0.02 8,53+0.06 0,1993 | 0,9924
+10%
maltodextrina
SUERO + EL | 9.93+1.02 0,37+0.02 8,43+0.08 0,1932 | 0,9934
+ 20%
maltodextrina
ZUMO + EL | 13.54+5.96 0,20+0.08 5,80+0.24 0,3864 | 0,9236

LAG (fase de latencia), MDP (maxima densidad poblacional), SE (error estandar del
ajuste)

Por lo tanto, en los medios compuestos por suero de leche y extracto de
levadura, independientemente de la presencia o0 no de matodextrina y de la
concentracion de esta, el desarrollo de capa probidtica es similar al
observado en el medio de referencia para este tipo de microorganismo.
Aunque cabe destacar que en el medio compuesto unicamente por suero de
leche y extracto de levadura el L.acidophilus parece adaptarse mas
rapidamente.

En base a estos resultados los medios seleccionados para la siguiente
fase del trabajo fueron los compuestos por: suero de leche con extracto de
levadura y este mismo medio adicionado con 10 o 20% de maltodextrina

(P/p).

3.1.2. ELECCION DE LAS CONDICIONES DE OPERACION PARA LA
OBTENCION DEL COMPONENTE PROBIOTICO EN POLVO.

Una vez seleccionados los medios de crecimiento 6ptimos para el
desarrollo de L. acidophilus fue necesario establecer las condiciones del
proceso de secado por aspersion para lograr una maxima viabilidad del
componente probidtico en el producto final. El proceso de secado se realizo
partiendo de las siguiente matrices:

- Suero de leche y extracto de levadura

- Suero de leche, extracto de levadura y 10% de maltodextrina

- Suero de leche, extracto de levadura y 20% de maltodextrina

En el caso de la matriz compuesta por suero de leche y extracto de
levadura, antes del proceso de secado se adicion6 maltodextrina al 10 y al
20 % como auxiliar del proceso de secado. En la tabla 4 se indican las
experiencias realizadas.
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TABLA 4. Muestras sometidas al proceso de secado por aspersion.

Muestra Matriz base Proceso de secado
Composicion Carga Soporte Concentracion
(log ufc/mL) adicional (%, p/p)
M, Suero+EL 8.2+0.3 maltodextrina 10
M, Suero+EL 8.0+0.2 maltodextrina 20
Mg Suero+EL+10% maltodextrina 8.1+0.4 - -
M, Suero+EL+20% maltodextrina 8.3+0.2 - -

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para las diferentes
condiciones de secado estudiadas.

Inicialmente se realizdé una prueba preliminar utilizando una temperatura
de trabajo (To) de 130°C. En este caso soélo se testo el efecto del secado por
aspersion sobre una matriz compuesta por suero de leche y extracto de
levadura con una carga en probioticos del orden 8 log ufc/mL a la que se
afiadio un 10% de maltodextrina previamente al proceso de secado. Los
resutlados obtenidos indican un notable descenso del contenido probidtico
situandose la carga del producto final entorno a 5 ufc/g. Por lo tanto, se
desestimé esta temperatura de trabajo. Para el resto de las temperaturas de
trabajo testadas, el tratamiento a 100 °C fue el que conllevdé menores
reducciones en los niveles de probiéticos, seguido de los tratamientos a 105
y 110°C. En lo referente al rendimiento la tendencia fue inversa, asi, los
mayores rendimientos se obtuvieron, en general cuando la temperatura
utilizada fue de 110°c y los menores a 100°C, por lo tanto se seleccioné la
temperatura intermedia de 105°C.

TABLA 5. Resultados obtenidos en el proceso de secado por aspersion
del componente probidtico.

Temperatura | Muestra Condiciones de salida del A Rendimiento
de trabajo polvo log ufc/g

(°C) T(°C) log(ufc/g) (%)

130 M1 85 4.92 3.06 8.26

110 M1 79 6.79 141 8.31
M2 75 5.28 2.81 12.05
M3 73 7.21 1.23 7.48
M4 68 6.38 1.98 4.06

105 M1 67 7.12 0.97 7.25
M2 62 5.54 2.37 8.92
M3 68 6.45 0.98 6.99
M4 69 6.9 131 5.71

100 M1 65 7.85 0.55 5.56
M2 67 6.95 0.98 5.93
M3 65 7.54 0.68 6.26
M4 67 7.25 0.83 5.52

A log ufc/g: diferencia entre la carga microbiana inicial del componente probiotico y la carga
obtenida en el producto en polvo
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Al analizar el comportamiento de las distintas matrices a la temperatura
seleccionada se observé que las muestras con un 20% de maltodextrina
experimentaron una mayor reduccion del contenido probidtico,
independientemente de que la maltodextrina formase parte de la
composicién inicial del medio o fuese incorporada durante el proceso de
secado.

En lo referente a las muestras adicionadas con un 10% de
maltodextrinas, antes o durante el proceso de secado, no se observaron
diferencias en la reduccion de la microbiota probiotica ni en el rendimiento
del proceso de secado. No obstante, los niveles de L.acidophilus en el
producto en polvo fueron ligeramente superiores en el caso de las muestras
a las gque se les adicion6 el 10% de maltodextrina durante el proceso de
secado.

Una vez obtenido el componente probidtico en polvo se midieron
diferentes parametros fisicoquimicos, los resultados obtenidos fueron: pH
(6.85+0.21), °Brix (5.55+0.35) y actividad de agua (0.609 £0.005).

3. 2. Obtencion del polvo de lulo con prebiotico

Para la obtencién del polvo de lulo con prebidtico se decidié operar en las
mismas condiciones que para la obtencion del componente probiotico. Esta
eleccion se efectu6 debido a la menor sensibilidad de los componentes
activos del lulo y del prebidtico a las elevadas temperaturas y a la
conveniencia, a nivel industrial, de un proceso conjunto de los dos
componente de la bedida que se pretende disefiar.

Al ser un tratamiento térmico muy rapido, los componentes del lulo no se
ven afectados por el mismo y ademas, el NUTRIOSE ® no se ve afectado
por la mayoria de las condiciones de procesado, como pueden ser la
esterilizacion y pasteurizaciéon, la extrusion, el spray drying o la coccién del
horno. Esto significa que no hay pérdida de la fibra y la incorporacion es
efectiva en muchos productos tratados con calor. Ademas, es estable en
acido, de pH 2,5 a pH 7, por lo que es perfecto para ser mezclado con el
zumo de lulo, que tiene un pH alrededor de 3; y resiste una humedad
relativa de hasta 70% a 20 ° C durante 24 horas sin problemas.
(www.nutriose.com)

Por lo tanto, la temperatura de trabajo elejida fue de 105°C. En estas
condiciones se obtuvo un rendimiento medio del 3+0.9%, siendo la
temperatura de salida del producto en polvo de 71.5+4.5°C.

Una vez obtenido el polvo de lulo con Nutriose se miedieron diferentes
parametros fisicoquimicos, los resultados fueron: pH (3.27+0.06), °Brix
(6.60£0.42) y actividad de agua (0.600 +£0.010).
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3. 3. Disefio de la bebida
3.3.1.FORMULACION DE LA BEBIDA

Considerando la composicion para una monodosis, en dicho caso el
producto deberia reconstituirse en 250 mL de agua, y debera contener la
dosis minima de 25 gramos del polvo probiotico. Por otra parte, para que la
parte prebidtica tenga las mismas propiedades que el zumo de lulo original,
se deberia conseguir los mismos °Brix que los que presenta dicho zumo.
Para ello se redisolvio el polvo de lulo en 250 ml hasta obtener los grados
Brix adecuados, siendo la cantidad necesaria de polvo de lulo con prebidtico
de 8,08 gramos.

3.3.2. ANALISIS SENSORIAL

Como se ha comentado anteriormente, el analisis sensorial se llevo a
cabo realizando 2 catas de la bebida reconstituida. Se decidio realizar un
estudio previo del perfil del consumidor. En dicho estudio se detectd que la
fruta y por tanto el sabor era completamente desconocido para la poblacion
espafiola, sélo era conocida por gente procedente de Colombia y algun pais
sudamericano. De ese modo a la poblacion espafiola le resulté muy extrafio
el sabor, justificando este hecho la baja aceptacion, mientras que entre la
poblacién Colombiana, conocedora del sabor del Lulo, la aceptacion fue
mucho mayor. Ademas, por sugerencias de consumidores habituales de la
fruta se decidio servir la bebida fria.

En la primera experiencia los consumidores probaron tres
concentraciones de azucar seleccionadas a conveniencia, las
concentraciones elegidas fueron 8g, 12g y 16g azucar/100 mL de bebida.
Respecto al andlisis preferencia general por parte del consumidor de la
bebida, el resultado del analisis ANOVA mostr6 que no habia diferencias
significativas entre las dos concentraciones superiores de azucar.

El andlisis JAR recomienda valores entorno al 60% en un atributo
para que sea considerado como apto. Los resultados del analisis JAR
(Figura 3) mostraban como el mayor porcentaje de consumidores que
consideraban el producto 6ptimo (Just About Right) con respecto al dulzor y
sabor a frutas y una acidez intermedia correspondia con el uso de 12g
azucar/100 mL bebida. Pasar de una concentracion de 8 al 12 g/100 mL
supone un aumento en el porcentaje de consumidores que aprecian la
bebida como en el punto éptimo para los tres atributos evaluados, lo cual
parece légico si te tiene en cuenta que el zumo de Lulo es un producto con
un pH entorno a 3. Cuando la concentracion de azucar aumenta a 16% hay
mas consumidores que consideran JAR el producto para el parametro
acidez, que cabe pensar que estara enmascarado por el aumento de dulzor,
sin embargo para el sabor dulce y a frutas, se produce una pérdida en el
porcentaje de consumidores que consideran JAR el producto.

En el andlisis de la desviacién direccional (Figura 4), se puede ver
como la concentracion del 12% de azlcar es para todos los parametros la
gue menos desviaciones sobre el JAR presenta.
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Por esta razon, 12 g de azucar/100 mL fue el valor seleccionado para el
desarrollo de la segunda experiencia.
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FIGURA 3.- Concentracion de azucar en la bebida pre-probiética de Lulo
frente al porcentaje de consumidores que consideran los atributos sabor
acido, dulce y a frutas como JAR.
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FIGURA 4.- Represtacion de los valores de la desviacion direccional vs. JAR
para los atributos evaluados.

Para la segunda experiencia, se probaron dos tipos de edulcorantes
frente al azucar: aspartame y Fruit-up, con el fin de evaluar para cada uno de
ellos los atributos de sabor acido, dulce y a fruta igual que en la experiencia
1. Para la eleccion de la concentracion de edulcorante se considero el poder
edulcorante de cada uno de ellos frente al del aziicar para ajustar a la misma
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capacidad edulcorante. Asi para el aspartame se emple6 un 0.06% vy el 12%
en el caso del Fruit-up.

En analisis ANOVA de los valores de preferencia global del producto no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre el aspartame y el
Fruit Up. Como resultado de esta primera evaluacion parecia que el
aspartame podria ser una buena alternativa al uso de azucar, ademas
puesto que es un producto pulverulento (el Fruit Up es un producto fluido y
requerird de estudios posteriores para evaluar el modo de introduccién en la
bebida) es mucho mas facil de incorporar en el producto.

En el analisis JAR para los atributos de sabor acido, dulce y a frutas
se puede observar en la Figura 5, que con el edulcorante Fruit-up se obtiene
el mayor porcentaje de consumidores que identifican el sabor dulce y a
frutas como JAR, aunque para el sabor acido es el azucar el edulcorante
mejor valorado. El fruit-up es un jarabe derivado de los azlcares de frutas de
modo que esto puede ser la justificacion al hecho que el sabor frutal sea
percibido con mas fuerza.
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FIGURA 5.- Tipo de edulcorante usado en la bebida pre-probidtica de Lulo
frente al porcentaje de consumidores que consideran los atributos sabor
acido, dulce y a frutas como JAR.

En el andlisis de la desviacién direccional (Figura 6), se puede ver
como el uso de Fruit-up como sustituto del azucar en el desarrollo de la
bebida pre y probiética de lulo es para todos los parametros la que menos
desviaciones sobre el JAR presenta y por tanto el que deberiamos
considerar para el desarrollo de la misma. Teniendo en cuenta que sera
necesario evaluar las diferentes posibilidades de incorporacion del mismo a
la bebida.
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FIGURA 6.- Representacion de los valores de la desviacion direccional vs.
JAR para los atributos evaluados usando diferentes tipos de edulcorantes.

3.3.3. ESTABILIDAD DEL COMPONENTE PROBIOTICO

Con la finalidad de analizar la estabilidad con el tiempo del
componente probidtico y por lo tanto el limitante de la vida util del producto
se analizd su evolucion en conservacion. A tal fin, se mantuvo el polvo
probiético a temperatura ambiente (20+5°C) y en congelacién (-18+2°C)
durante 5 dias, determinandose posteriormente los niveles de L. acidophilus
residuales. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.
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FIGURA 7. Recuentos (log ufcterror estandar) de L. acidophilus en el polvo
probidtico tras 5 dias de conservacion en refrigeracién y congelacion.

En la figura 7 se puede observar una reduccion de la poblacion
microbiana tras 5 dias de conservacion a temperatura ambiente, siendo los
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niveles de L. acidophilus inferiores a los requeridos para un producto
probidtico. Cuando las muestras fueron mantenidas en congelacién no se
detectaron diferencias significativas en los niveles de probidticos respecto a
las muestras recién encapsuladas. Por lo tanto, en el caso del polvo del
componente probidtico seria recomendable su almacenamiento en
congelacion.

Otro aspecto a considerar en la bebida formulada fue su estabilidad,
considerando el componente probiético, cuando este se mezclaba con el
componente prebidtico (lulo en polvo con prebidtico). A tal efecto,
considerando que, en base a los resultados anteriormente mencionados, el
mejor método de conservacion fue la congelacion, la mezcla se mantuvo en
congelacion durante 5 dias y posteriormente se evalué la viabilidad de L.
acidophilus, considerando diversos tiempos de rehidratacion.

TABLA 8. Recuento de u.f.c. en el polvo prebidtico y prebidtico a los
cinco dias habiendo sido conservado en congelacion.

Probiético+prebidtico u.f.c.(5 dias)
1,5h de rehidratacion 4,01
5h de rehidratacion 3,55

5h rehidratacién +ajuste pH 3,78

Como se puede observar en la tabla anterior, al mezclar el polvo de lulo
con el polvo probiético, la estabilidad del producto disminuyé notablemente si
se comparan los resultados obtenidos en la figura 7 (unicamente polvo
probiotico). Incluso cuando el pH se ajusto a 6-7 en el momento de la
disolucion del polvo pre-probidtico. Por lo tanto, los componentes de la
bebida deberian conservarse por separado y mezclarse en el momento de
su rehidratacion para que la bebida mantenga su caracter probiético en el
momento del consumo.

4. CONCLUSIONES

El disefio de una bebida en polvo pre y probidtica a base de zumo de lulo
requiere del procesado por separado de los componentes probidticos y
prebidticos.

Para el componente probiotico (L. acidophilus) el mejor medio de
crecimiento es el compuesto por suero de leche y extracto de levadura. Las
condiciones de secado por aspersion para este componente seria de una
temperatura de trabajo de 105°C, 95% de aspiracion, 30% de potencia de la
bomba, 3 cm de altura del rotAmetro para un correcto caudal de aire y 6
ciclos de limpieza de la boquilla. En el momento del secado por aspersion se
debe de adicionar un soporte del 10% (p/p) de maltodextrina. En estas
condiciones el polvo obtenido presenta una carga probiética superior a 10°
ufc/g.
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El componente prebidtico se puede someter a las mismas condiciones de
secado que el probiético.

Para que la bebida conserve su caracter probidtico, el polvo probidtico
debe ser conservado en congelacion aparte del polvo prebiético y mezclarse
en el momento de la ingesta, disolviendolo en un vaso de agua. Por la
combinacion del sabor de lulo y el extracto de levadura, la bebida
reconstituida posee un sabor extrafio poco aceptado por el consumidor no
familiarizado con la fruta, pero bastante aceptado por consumidores
habituales. La concentracibn de azucar optima es de 12% y como
edulcorante sustituto podria utilizarse el aspartame o el fruit-up puesto que
no hay ninguna prueba clara en favor de uno u otro.
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