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Resumen y Abstract IX

Resumen

Titulo en espafiol: Desarrollo de una bebida natural con potencial simbi6tico empleando frutos
ricos en antocianinas

Las bebidas de frutas ricas en antocianinas han sido de especial interés como productos funcionales
principalmente en razén de su actividad antioxidante. Este tipo de bebidas pueden convertirse en
alimentos con potencial simbi6tico a través de la adicion de fibras prebidticas y de microorganismos
probidticos, lo cual aumentaria sustancialmente sus propiedades funcionales. Sin embargo, la
posibilidad de garantizar una adecuada viabilidad de los microorganismos probiéticos, asi como
propiedades nutricionales, fisicoquimicas y sensoriales deseables al producto final, constituyen un
reto tecnoldgico de gran envergadura. El objetivo del presente estudio fue determinar las condiciones
para la obtencién de una bebida con potencial simbi6tico a partir de matrices vegetales fuente de
antocianinas, seleccionando combinaciones adecuadas de microorganismos probioticos y fibras
prebidticas y comparando la aptitud de pretratamientos térmicos y no térmicos (ultrasonido) como
estrategia de estabilizacion de carga microbiana antes de la adicion del probidtico. La adaptacion
del cultivo probidtico a través de la induccién de procesos fermentativos, la adicion de prebidticos
y el uso de frutas menos acidas en la formulacién, permitieron obtener una buena viabilidad del
cultivo al final de 28 dias de almacenamiento en refrigeracion de la bebida, con un conteo superior
a 10 log UFC/mL. El uso de un tratamiento de pasteurizacién a 85°C por 5 min, previo a la
inoculacion del cultivo probiotico, permitié obtener una bebida inocua conservando sus propiedades
fisicoquimicas y el contenido de antocianinas, alcanzando los 4,4 mg C3G/100 g al final del periodo
de almacenamiento. De manera importante, la induccion de la fermentacion con el cultivo probiético
no afectd significativamente el contenido de compuestos fendlicos ni la actividad antioxidante de la
bebida, la cual, ademas, tuvo una buena aceptabilidad en cuanto a su apariencia, olor, textura, sabor
y gusto general. El producto resultante es una bebida que contiene antocianinas, es totalmente de
origen vegetal y cuenta con posibles caracteristicas simbidticas.

Palabras clave: Frutos rojos; bacterias de acido lactico; bebida no lactea; compuestos bioactivos;
prebidtico; probidtico.
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Abstract

Titulo en ingles: Development of a natural beverage with synbiotic potential using anthocyanin-
rich fruits

Anthocyanin-rich fruit beverages have been of special interest as functional products mainly because
of their antioxidant activity. These types of beverages can become foods with synbiotic potential
through the addition of prebiotic fibers and probiotic microorganisms, which substantially increase
their functional properties. However, the possibility of guaranteeing an adequate viability of
probiotic microorganisms, as well as desirable nutritional, physicochemical and sensory properties
of the final product, is a major technological challenge. The objective of the present study was to
determine the conditions for obtaining a beverage with synbiotic potential from an anthocyanin-rich
vegetable matrix. This was done by selecting suitable combinations of probiotic microorganisms
and prebiotic fibers and comparing the suitability of thermal and non-thermal pretreatments
(ultrasound) as a microbial load stabilization strategy before the addition of the probiotic. The
adaptation of the probiotic culture through the induction of fermentative processes, the addition of
prebiotics and the use of less acidic fruits in the formulation, allowed for an adequate viability of
the culture at the end of 28 days of refrigerated storage of the beverage, with a count greater than 10
log CFU/mL. The use of a pasteurization treatment at 85°C for 5 min, prior to the inoculation of the
probiotic culture, yielded an innocuous beverage that preserved its physicochemical properties and
anthocyanin content, reaching 4.4 mg C3G/100 g at the end of the storage period. Importantly, the
induction of fermentation with the probiotic culture did not significantly affect the phenolic
compounds content or the antioxidant activity of the beverage, which also had good acceptability in
terms of appearance, smell, texture, flavor and general liking. The resulting product is a beverage
that contains anthocyanins, is fully of vegetable origin and has possible synbiotic characteristics.

Keywords: Berries; lactic acid bacteria; non-dairy beverage; bioactive compounds; prebiotic;
probiotic.
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Introduccion

La creciente conciencia de los consumidores sobre los beneficios para la salud que pueden
proporcionar los productos alimenticios ha fomentado el desarrollo de alimentos funcionales, es
decir, alimentos que proveen efectos positivos sobre la salud ademas de proporcionar nutrientes
béasicos (Topolska et al., 2021). Dos de las categorias de alimentos funcionales mas importantes y de
mas amplia comercializacion y consumo en la actualidad son los prebi6ticos y probidticos, en buena
parte debido a la evidencia de su impacto en el tracto gastrointestinal y el sistema inmunol6gico
(Cunningham et al., 2021).

Numeros estudios destacan la importancia de la microbiota intestinal sobre la salud, pues la
alteracion en la composicion de ésta (disbiosis) se ha asociado a multiples enfermedades intestinales
y desordenes metabdlicos como las enfermedades inflamatorias del intestino, la diabetes y la
obesidad (Monteagudo-Mera et al., 2019). La dieta es uno de los factores que puede cambiar la
composicion de la microbiota intestinal por lo que el consumo de ciertos alimentos contribuye a la
modificacion de la microbiota intestinal (Xavier-Santos et al., 2020). Asi, el consumo de productos
probidticos y prebidticos se ha relacionado con beneficios a la salud por su capacidad de mantener
un buen balance y una buena composicion de la microbiota intestinal, asociado a su capacidad de
inhibir bacterias patégenas, a sus efectos inmunomoduladores y a la estimulacion de las funciones
metabdlicas y de barrera (Ranadheera et al., 2010).

Los probioticos son definidos por la FAO/OMS como “microorganismos vivos que ejercen una
accion beneficiosa sobre la salud del huésped cuando se administran en cantidades adecuadas”
(Zendeboodi et al., 2020). Ademas, la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y
Prebidticos (ISAPP) recomienda usar el término probidtico solo en productos que contengan
microorganismos vivos con un recuento adecuado de cepas bien definidas y con una expectativa
razonable de brindar beneficios para el bienestar del huésped (Hill et al., 2014). De esta forma, s6lo
las especies y cepas de bacterias cuyos efectos positivos sobre la salud del huésped hayan sido
confirmados, mediante pruebas in vitro y estudios clinicos, podran ser catalogados como probi6ticos.
En el mercado de alimentos, los probioticos que se utilizan principalmente son bacterias acido
lacticas que incluyen especies de Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus y Enterococcus
(Ranadheera et al., 2017; Zuntar et al., 2020).

Por otro lado, la ISAPP define un prebidtico como “un sustrato que es utilizado selectivamente por
los microorganismos del huésped y confiere un beneficio para la salud” (Gibson et al., 2017). La
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selectividad es esencial en este concepto porque, a diferencia de las fibras como la celulosa, la
pectina y el xilano que promueven el crecimiento de diversos microorganismos en el intestino, los
prebidticos estimulan especificamente la proliferacion de microorganismos beneficiosos (Hu et al.,
2021). Algunas de estas moléculas clasificadas como prebidticos incluyen oligosacéridos de leche
humana, inulina, fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), xilooligosacaridos
(XOS) y algunos glucanos (Quigley, 2019). Recientemente, algunos compuestos fendlicos
naturalmente presente en alimentos de origen vegetal también han sido catalogados como potenciales
prebidticos ya que pueden modular la microbiota intestinal estimulando selectivamente la
proliferacion de microorganismos benéficos (Rodriguez-Daza et al., 2021). De la gran diversidad de
compuestos fendlicos que se encuentran en frutas y verduras, las antocianinas, un tipo de flavonoides
responsable de la pigmentacion de la mayoria de los llamados frutos rojos, tienen una actividad
prebidtica potencial prometedora, ademas de una alta actividad antioxidante (Leong et al., 2018).

Los beneficios para la salud que aporta el consumo de prebi6ticos y probidticos se podrian potenciar
cuando se utilizan de forma simulténea, es decir, como simbi6ticos. La ISAPP define un simbidtico
como “Una mezcla que comprende microorganismos vivos y sustrato(s) utilizados selectivamente
por los microorganismos del huésped que confieren un beneficio para la salud del huésped”
(Swanson et al., 2020). En un simbidtico, un componente prebidtico puede favorecer selectivamente
a un microorganismo probidtico, mejorando la supervivencia del microorganismo durante el
almacenamiento y su paso por el tracto gastrointestinal, aumentando su efecto sobre el intestino
delgado y el colon (Markowiak & Slizewska, 2017). Asi, los beneficios para la salud proporcionados
por el consumo de productos prebidticos, probidticos y simbidticos que han sido documentados
incluyen: 1) reduccion de la intolerancia a la lactosa, 2) reduccion de los niveles de colesterol, 3)
reduccién de los sintomas de estrefiimiento y diarrea, 4) aumento en la absorcion de minerales y
compuestos bioactivos, y 5) prevencion de ciertas enfermedades crénicas no transmisibles como
enfermedades cardiovasculares, hipertension, obesidad, cancer, osteoporosis, entre otras (Fernandes
& Rodrigues, 2018; Mustafa & Chua, 2020).

En la industria de alimentos, la inclusion de cultivos probi6ticos se ha realizado tradicionalmente en
productos lacteos como queso, yogur, helados, entre otros; pero el creciente nimero de personas con
intolerancia a la lactosa, con altos niveles de colesterol y con preferencias veganas motivan la
investigacion de los beneficios de los probidticos y prebidticos en bebidas de fruta y/o vegetales en
la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades (Bernal-Castro et al., 2019). Ademas, el
consumo de bebidas de frutas y hortalizas, en comparacién con otro tipo de alimentos, fomentan la
ingesta de compuestos funcionales de forma facil y peridédica (Min et al., 2019). Las bebidas a base
de frutas y hortalizas son una alternativa de consumo de los compuestos fitoquimicos encontrados
tipicamente en estas matrices, ademas de ofrecer una gran versatilidad en términos de comodidad de
consumo, modificacion de atributos sensoriales para promover la palatabilidad y la posibilidad de
incluir otros componentes con caracteristicas bioactivas.

Por ejemplo, los jugos de frutas son matrices atractivas para la adicion de probioticos debido a que
contienen carbohidratos y sustratos que pueden ser metabolizados por microorganismos para su
crecimiento, ademas de su buen perfil nutricional (Valero-Cases et al., 2020). Asi, las bebidas
probidticas con inclusién de frutas ricas en antocianinas en su formulacion se convierten entonces
en una alternativa interesante para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales ya que, ademas del
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valor nutricional de las frutas y la adicion de microorganismos benéficos, las antocianinas tienen
propiedades antioxidantes (Leong et al., 2018), actividad antimicrobiana contra patégenos (Igwe et
al., 2019; Lacombe & Wu, 2017) y potencial prebidtico (Lavefve et al., 2020; Yang & Kortesniemi,
2015). Sumado a esto, los frutos rojos son muy apetecidos y ampliamente cultivados en Colombia,
comercializdndose en grandes cantidades como fruta fresca, jugos, salsas, compotas, dulces y
bebidas refrescantes (Bernal-Castro et al., 2019; Sanchez Ledn, 2012). De esta forma, el desarrollo
de bebidas probidticos usando frutos rojos disponibles en Colombia puede ser una alternativa viable
para incentivar el consumo de este tipo de alimentos funcionales, ademéas de la posibilidad de su
obtencion a bajo costo, beneficiando toda la cadena de produccion, desde agricultores a
consumidores.

No obstante, el desarrollo de bebidas probidticas y simbioticas con inclusion de frutas ricas en
antocianinas supone varios retos tecnoldgicos. Por un lado, la viabilidad de los microorganismos
probidticos en matrices vegetales es mucho mas compleja que en productos lacteos y puede verse
afectada por diversos factores (Lebaka et al., 2018). Los frutos rojos, en especifico, son matrices
hostiles para la supervivencia de microorganismos probi6ticos debido a su alta acidez y al contenido
mismo de compuestos fenolicos (Nualkaekul et al., 2011). Por esta razn, es necesario emplear
estrategias que permitan mejorar la viabilidad de microorganismos probiéticos en este tipo de matriz,
con miras a obtener un producto que, a lo largo de su toda su vida util, tenga la dosis minima de
microorganismos vivos para proveer beneficios a la salud (Perricone et al., 2015). Algunas
estrategias posibles serian el uso de formulaciones que permitan disminuir la acidez inicial (aumentar
el pH) y la induccion de fermentaciones mediadas por los mismos microorganismos probidticos,
para incrementar su poblacion y mejorar su adaptabilidad al medio (Speranza et al., 2020).

Por otro lado, las antocianinas son relativamente propensas a la degradacién, siendo mayor su
estabilidad en condiciones &cidas (menor pH), por lo que pueden perderse tanto durante su extraccion
como en el procesamiento y almacenamiento del producto alimenticio (Navas et al., 2012). Su
estabilidad esta principalmente influenciada por su estructura quimica, el pH, la temperatura y la
presencia de luz, iones metalicos, oxigeno y enzimas (Novoa Osorio, 2017). Asi, los métodos
convencionales de disminucion de cargas microbioldgicas iniciales de las frutas, como los
tratamientos térmicos empleados para garantizar la inocuidad de los productos en los cuales se
emplean como ingredientes y prologar la vida Util, pueden causar la pérdida de nutrientes y
compuestos bioactivos como las antocianinas y afectar las propiedades fisicoquimicas del producto
final, modificando sus caracteristicas sensoriales (Morales-de la Pefia et al., 2016). En este sentido,
para el desarrollo de bebidas de frutas, especialmente de aquellas en las cuales se desean adicionar
probidticos y otros ingredientes, es importante evaluar el efecto de distintas estrategias de
disminucién de las cargas microbioldgicas iniciales de las frutas y explorar el uso de tecnologias
alternativas, como el tratamiento con ultrasonido, con el fin de lograr un menor impacto en las
propiedades funcionales y sensoriales (Gallo et al., 2018).

En ese orden de ideas, esta investigacion buscé establecer las condiciones de proceso para obtener
una bebida con potencial simbiético a partir de frutos ricos en antocianinas teniendo en consideracion
los multiples retos tecnoldgicos necesarios para su desarrollo, como lo son: (i) el establecimiento de
una formulacion de bebida a partir de frutas y fibra prebiotica, adecuada en términos de acidez,
contenido de antocianinas, apariencia y propiedades fisicoquimicas; (ii) la evaluacion de métodos
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de pre-tratamiento buscando la disminucion de las cargas microbioldgicas iniciales pero con un
impacto reducido sobre el perfil de antocianinas y propiedades sensoriales como el color; (iii) la
definicion de las condiciones adecuadas de adicion de las cepas probidticas con afinidad hacia la
fibra prebidtica para favorecer su capacidad de adaptacion a la bebida; y (iv) el analisis de sus
propiedades de aceptabilidad sensorial y de estabilidad en el tiempo de sus atributos fisicoquimicos,
funcionales y de inocuidad.

El primer capitulo del documento corresponde al marco de referencia tanto de los conceptos como
del estado del arte de la investigacion. En éste se encuentra una introduccion a los aspectos mas
relevantes relacionados con los frutos como fuentes de antocianinas y con las propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y prebidticas que presentan este tipo de compuestos. Se presenta un
resumen de algunos de los estudios méas recientes realizados sobre el desarrollo de bebidas
probidticas, prebidticas y simbioticas empleando frutos fuente de antocianinas. Igualmente, se
mencionan algunos conceptos basicos para la comprension del uso de la tecnologia de ultrasonido
como método alternativo para la conservacion, discutiendo los cambios fisicoquimicos, funcionales
y sensoriales que puede generar su uso, a partir de algunos estudios recientes sobre el empleo de esta
tecnologia para el desarrollo de bebidas probidticas, prebidticas y simbidticas a base de matrices
vegetales.

En el segundo capitulo se presentan las consideraciones metodoldgicas, los resultados y conclusiones
de la parte de la investigacion que se enfoco en la obtencion de una bebida de fruta con potencial
simbidtico con inclusion de probidticos, antocianinas y fibra prebidtica. Este componente inicia con
la descripcion de la formulacion de una bebida fuente de antocianinas base para el desarrollo de la
bebida con potencial simbi6tico. Continta con la seleccion de la combinacion de un cultivo
probidtico y una fibra con potencial prebidtico especifico, la cual se realizé evaluando la interaccion
de dos cultivos (uno axénico y uno conglomerado) con varias fibras prebidticas en un medio de
cultivo estandar y evaluando la capacidad de crecimiento del probiético en la bebida base formulada.
Posteriormente, se presenta el estudio que se realiz6 para la seleccion de un pre-tratamiento adecuado
para la reduccion de las cargas microbiolégicas de la bebida base con la fibra prebiética definida,
para lo cual se comparo6 el efecto de los tratamientos de conservacion tradicionales (pasteurizacion
y esterilizacién) y alternativos (ultrasonido) en términos de la presencia de indicadores de
contaminacién, la concentracion y el perfil de antocianinas y las propiedades fisicoquimicas de la
bebida final obtenida.

En el tercer capitulo se presentan las estrategias metodoldgicas, asi como los principales resultados
y conclusiones del analisis realizado de la viabilidad, la estabilidad microbiol6gica y la calidad
fisicoquimica y bioactiva de la bebida en condiciones de fermentacion y almacenamiento refrigerado
(4°C, 28 dias). En primer lugar, se inoculd el probio6tico seleccionado en la bebida formulada y se
evalud su cinética de fermentacion durante 24 horas teniendo en cuenta pardmetros como la
viabilidad, el pH, el consumo de glucosa y fructosa y la produccion de acidos organicos.
Adicionalmente, se evalu6 la viabilidad del cultivo probi6tico en la bebida luego de su fermentacion
por 24 horas y posterior almacenamiento en refrigeracion. De igual forma, se evalud la calidad
microbioldgica y los cambios fisicoquimicos producidos en la bebida inoculada durante su
almacenamiento en refrigeracion por 28 dias y se comparé con una bebida control sin inocular.
Ademas, se analizé el efecto del proceso fermentativo y las condiciones de almacenamiento bajo
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refrigeracion sobre el contenido de las antocianinas monoméricas y los compuestos fendlicos totales
y sobre la actividad antioxidante (DPPH) de la bebida inoculada y se compararon los resultados
contra la bebida sin inocular. Finalmente, se hizo una evaluacion de la aceptabilidad de la bebida
inoculada y sin inocular con el cultivo probi6tico para estudiar el gusto por este tipo de bebidas en
el mercado colombiano, especificamente en Bogota.



Capitulo 1. Marco de referencia

1.1. Frutos fuente de antocianinas

Muchos de los frutos fuente de antocianinas son conocidos como frutos rojos o bayas, los cuales
hacen referencia a frutos pequefios, dulces o acidos, jugosos y de color intenso que crecen en arbustos
silvestres y pueden consumirse enteros (Hidalgo & Almajano, 2017). Los frutos rojos pertenecen a
las familias Rosaceae (fresa, mora, frambuesa, cereza), Grossulariaceae (grosella), Ericaceae
(ardndanos), entre otras, y son de gran interés entre nutricionistas y cientificos de alimentos por su
valor nutricional, su alto contenido en fibra dietaria, su sabor y su olor agradables, su importancia
econdmica y su alto contenido en compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes,
principalmente compuestos fenolicos (&cidos fendlicos, flavonoides como las antocianinas y taninos)
(Skrovankova et al., 2015).

Figura 1-1: Estructura quimica de antocianidinas y antocianinas.

OH HO : OH
O+
aicar -0
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Antocianidina Antocianina
Modificado de Yahia (2017).

Las antocianinas son los pigmentos solubles en agua mas ampliamente distribuido en las plantas, los
cuales son responsables de un amplio rango de colores que incluyen azul, purpura, violeta, magenta
y rojo (Leong et al., 2018). Las antocianinas son los derivados glicosilados del cation flavilio también
conocido como antocianidinas y su amplio rango de colores se debe a la gran variedad de
sustituyentes que puede tener este cation, por lo que el tipo de azlcar presente en la molécula y la
acilacion de éste afecta el color caracteristico de la molécula (Navas et al., 2012; Yahia, 2017)
(Figura 1-1). Existen 17 antocianidinas presentes en la naturaleza, pero solo 6 de éstas se encuentran
comunmente en los alimentos: cianidina (Cy), peonidina (Pn), pelargonidina (Pg), malvidina (Mv),
delfinidina (Dp) y petunidina (Pt) (Figura 1-2) (Hidalgo & Almajano, 2017).
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Figura 1-2: Estructura del ion flavilio y grupos funcionales de las antocianidinas presentes en frutas.
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Tomado de Hidalgo & Almajano (2017).

Las antocianinas son responsables de los diversos beneficios a la salud asociados al consumo de
bayas, entre los que se encuentra la prevencion de desordenes inflamatorios, enfermedades
cardiovasculares, cancer, entre otras; asociadas a su actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral, neuroprotectiva y antidiabética (Durazzo et al., 2019). En los Gltimos afios, el estudio
de las antocianinas se ha centrado en su propiedad antimicrobiana y prebidtica, ademéas de su
actividad antioxidante, por su capacidad de influir y modular la microbiota intestinal (Lavefve et al.,
2020; Leong et al., 2018; Li et al., 2017).

1.1.1. Actividad antioxidante de las antocianinas

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacién oxidativa
gracias a su capacidad de reaccionar con radicales libres y detener su reaccion en cadena; en este
sentido, los antioxidantes son aquellos compuestos caracterizados por tener la capacidad de oxidarse
protegiendo de este modo otras sustancias presentes en el medio de reaccién (Londofio, 2012). El
interés en realizar estudios de estos compuestos radica en el hecho de que pueden intervenir en la
aparicion y desarrollo de enfermedades como cancer, diabetes, aterosclerosis, desordenes
neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento, las cuales estan asociadas al
estrés oxidativo caracterizado por un aumento en las especies oxidantes como las especies reactivas
del oxigeno (EROs) y/o una disminucion en los mecanismos de detoxificacion de éstas (Li et al.,
2017; Pisoschi & Negulescu, 2011). Adicional a esto, en matrices alimenticias, los compuestos
antioxidantes van dirigidos a generar una proteccion frente a reacciones de oxidacion que puede
causar el deterioro del producto alimenticio y no siempre va dirigido a los efectos in vivo que
producen estos compuestos (Durazzo et al., 2019).
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Los frutos rojos son considerados alimentos ricos en compuestos antioxidantes por su alto contenido
en antocianinas y compuestos fendlicos (Jakobek et al., 2007; Marhuenda et al., 2016). Sin embargo,
el contenido de estos compuestos varia ampliamente entre los diferentes frutos rojos y en funcién de
las operaciones utilizadas durante el procesamiento de estos frutos. En cuanto al procesamiento,
Gancel et al. (2011) evaluaron los cambios que sufren los compuestos fendlicos durante el
procesamiento de una bebida de mora encontrando que los procesos térmicos, especialmente el
blangueado, reducen drasticamente el contenido de antocianinas, con lo que el producto final mostré
valores reducidos de antocianinas (52%) y actividad antioxidante (47%), y mas aln durante su
almacenamiento, en especial a altas temperaturas. Adicionalmente, Ah-Hen et al. (2018) encontraron
gue el extracto exprimido al vapor de la baya murta conservé un alto contenido de compuestos
fendlicos luego de su procesamiento y fue capaz de retener el 80% de su contenido en antocianinas
y capacidad antioxidante durante su almacenamiento a 5°C durante 21 dias. En este sentido, el
procesamiento, las condiciones de almacenamiento y los aditivos empleados en la formulacién de
estos productos afecta de manera significativa el contenido de antocianinas y la actividad
antioxidante.

En cuanto a la variacion entre frutas, Marhuenda et al. (2016) determinaron la composicién de
compuestos fenodlicos y actividad antioxidante de frutos de fresa, mora, frambuesa y ardndano
encontrando buena capacidad antioxidante y altos contenidos de compuestos fenélicos en todas las
bayas, presentado diferencias significativas entre ellas, siendo la mora y la fresa las bayas con mayor
concentracién de antocianinas. Estos resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos por
de Souza et al. (2014) quienes evaluaron frutos de mora, frambuesa, fresa, cereza y arandano.

Varios estudios han encontrado una alta correlacion entre el contenido de antocianinas y la actividad
antioxidante, asi como en su cinética de degradacion, en el estudio de diversos frutos (Jakobek et al.,
2007; Koni¢-Risti¢ et al., 2011; Zhang et al., 2012). Sin embargo, en algunos casos no es suficiente
determinar la actividad antioxidante final con base en el contenido de compuestos fendlicos ni los
ensayos in vitro de actividad antioxidante, pues éstos solo pueden ser parcialmente correlacionados
con la actividad antioxidante en las células. La actividad antioxidante de las antocianinas también
depende de la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de éstas, con lo que varios estudios demuestran
gue los flavonoides presentan una actividad antioxidante alta en sistemas in vitro, pero su efecto in
vivo se ve afectado por su baja absorcidn, baja biodisponibilidad y alta tasa de depuracién (Leong et
al., 2018). Por su baja absorcion, las antocianinas pueden llegar casi intactas al intestino y ser
catabolizadas por la microbiota intestinal productora de enzimas especificas necesarias para la
degradacion de estos compuestos, por lo que se sospecha que son los metabolitos de estos
compuestos las verdaderas moléculas bioactivas, las cuales son capaces de alcanzar el torrente
sanguineo y los Organos objetivo (Lavefve et al., 2020). En consecuencia, el consumo de
antocianinas también tendria una influencia en la poblacién microbiana del intestino como se
discutira a continuacion.

1.1.2. Potencial prebiotico de las antocianinas

Los microorganismos que habitan el intestino juegan un rol fisiol6gico importante en procesos
vitales como la digestion, la sintesis de vitaminas y el metabolismo; por lo que la compleja



Capitulo 1 13

interaccion entre la microbiota intestinal y la dieta puede contribuir a la salud general del consumidor
y a la incidencia de algunas enfermedades (Quigley, 2019). Por esto, el consumo de frutos rojos
como promotores de la salud intestinal radica en su contenido de fibras y compuestos fendlicos; de
éstos, los compuestos fendlicos, y en especial las antocianinas, tienen propiedades prebidticas,
estimulando el crecimiento de bacterias benéficas como las especies Bifidobacteriumy Lactobacillus
(Yang & Kortesniemi, 2015).

El efecto de modulacion de la microbiota que genera el consumo de los diferentes frutos fuente de
antocianinas depende de la dosis, de la duracion del tratamiento y de la forma de administracion
(fruta fresca, extracto, polvo, bebida, etc.) pero, de manera general, se puede afirmar que el consumo
de estos frutos inhibe el crecimiento de diversos microorganismos patégenos de los géneros
Clostridium, Listeria y Salmonella; a la vez que estimula o no afecta el crecimiento de bacterias
benéficas como los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus (Alqurashi et al., 2017; Molan et al.,
2010, 2014; Petersen et al., 2019). También es de resaltar que el consumo de estos frutos fuente de
antocianinas disminuye la relacion Firmicutes/Bacteroidetes asociada a una mejora de los efectos
causados por la obesidad o las inflamaciones del sistema géastrico (Mathur & Barlow, 2015; Tsuda,
2016). Sin embargo, este efecto es dependiente de mdultiples factores y no es una tendencia
generalizada pues, por ejemplo, Lavefve et al. (2020) encontraron que suplementar con mora y
frambuesas ratones bajo una dieta alta en grasas no invierte la tendencia al aumento de la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes pero el consumo de grandes cantidades de honeyberry si tenia una impacto
significativo en el descenso de dicha relacién.

Ademas, al alcanzar el intestino, las antocianinas de la dieta interactian con la microbiota y pueden
ser transformadas y metabolizadas antes de ser absorbidas a través de la mucosa intestinal,
aumentando la biodisponibilidad y la actividad antioxidante de las antocianinas (Faria et al., 2014).
Estas interacciones involucran la hidrolisis, desmetilacion, reduccion, descarboxilacion,
deshidroxilacion o isomerizacién de estos compuestos hasta obtener compuestos mas simples que
modulan su absorcion y actividad biol6gica (Jamar et al. 2017). Los metabolitos obtenidos en la
degradacion de las antocianinas son muy diversos, ya que dependen de la estructura de las
antocianinas y de los microorganismos que constituyen la microbiota intestinal, sin embargo, en la
Figura 1-3 se muestran algunos de los metabolitos cominmente encontrados y se cree que son estos
metabolitos los verdaderos compuestos bioactivos en el cuerpo humano (Lavefve et al., 2020).
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Figura 1-3: Representacion de los metabolitos de las antocianinas encontrados cominmente en el
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Hidalgo et al. (2012) evaluaron el metabolismo in vitro de las antocianinas presentes en vino de uva
por parte de microbiota fecal humana encontrando que las antocianinas fueron casi completamente
degradadas (desaparecian del medio de fermentacion) en presencia de dicha microbiota con la
aparicion de nuevos compuestos formados a partir de la metabolizacidn de las antocianinas (acidos
fenolicos o compuestos fendlicos mas pequefios); por lo que las antocianinas pueden alcanzar el
colon y ser fermentadas por la microbiota intestinal para producir nuevos metabolitos que pueden
presentar beneficios a la salud, ademas de modular positivamente la microbiota intestinal,
contribuyendo al mantenimiento de la salud gastrointestinal. Hidalgo et al. (2012) también
encontraron que las antocianinas mejoran el crecimiento de las bacterias totales en la microbiota
fecal humana y, mas aun, causan un aumento significativo en el crecimiento de bacterias benéficas
como las especies Bididobacterium y Lactobacillus estimulando el crecimiento de estas bacterias
incluso mas que los observados empleando FOS.

Guergoletto et al. (2016) reportaron el potencial efecto prebiético de bayas jucara, fruta rica en
antocianinas, por su efecto modulador de la microbiota intestinal en estudios in vitro incrementando
significativamente el crecimiento de especies Bifidobacterium (sin cambios significativos en las
especies Lactobacillus/Enterococcus) y disminuyendo e incluso desapareciendo Clostridium
histolyticum, ademéas de que promueve el efecto bifidogénico y los efectos antimicrobianos en
microorganismos patdgenos por el incremento en la produccion de acidos grasos de cadena corta,
acido acético y acido propidnico. Zhou et al. (2020) extrajeron, identificaron y cuantificaron las
antocianinas presentes en arandanos y determinaron la actividad antioxidante de los extractos de
arandano por diferentes métodos y analizaron el impacto que presentan estas antocianinas de
ardndano en la microbiota intestinal humana por medio de una fermentacion in vitro, encontrando
una actividad antioxidante alta y dependiente del método de determinacién, y un incremento en la
abundancia de bacterias intestinales, incluyendo las especies Bifidobacterium, pero con poca
selectividad en comparacion con los resultados obtenidos empleando FOS; sin embargo, los
resultados sugieren que el consumo de ardndanos y sus extractos puede ejercer una actividad
prebidtica.
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1.1.3. Actividad antimicrobiana de las antocianinas

Los productos naturales de frutos rojos no solo estan siendo investigados por su potencial prebidtico,
sino también por su actividad antimicrobiana al presentar la capacidad de inhibir selectivamente
patdgenos entéricos mientras promueven el crecimiento de microorganismos benéficos. En este
sentido, los extractos de frutos rojos han exhibido actividad antimicrobiana, principalmente por parte
de sus compuestos antioxidantes, previniendo la adhesion microbiana, reduciendo la produccién de
biopeliculas y modificando la microbiota intestinal (Lacombe & Wu, 2017). Por lo tanto, las
antocianinas pueden presentar efectos inhibitorios en una amplia variedad de bacterias patégenas
Gram negativas (Citrobacter freundii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, y Salmonella
enterica ser. typhimurium) y Gram positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, y Enterococcus faecalis) (Jamar et al., 2017).

Asi, multiples cultivares de aradndanos han demostrado propiedades antimicrobianas sobre
microorganismos patogenos sin importar el cultivar o la parte de la fruta empleada (fruto entero o
cascara) (Burdulis et al., 2009; Lacombe et al., 2012; Park et al., 2011). Un jugo de mora al 10% ha
demostrado una reduccion de 2-4 log UFC/mL de E. coli O157:H7, S. typhimurium y L.
monocytogenes en leche entera y descremada (Yang et al., 2014). Wu et al. (2008) observaron una
reduccion de 8 log UFC/mL en E. coli O157:H7 y de 3-5,3 log UFC/mL en L. monocytogenes en
caldo nutritivo tratado durante 1 dia con extracto de ardndanos (100 pl/ml) y no fueron detectables
luego de 5 dias de tratamiento.

Se cree que el mecanismo de accidn de la inhibicion sobre estos microorganismos por parte de los
compuestos en los frutos rojos es una acumulacion de acciones que incluyen reacciones entre los
fitoquimicos con la membrana celular, la desestabilizacion de la membrana celular por el bajo pH
gue provocan estos compuestos, la inactivacion de enzimas celulares esenciales o la afectacion sobre
la expresion genética de los microorganismos que genera un impedimento metabdlico y funcional
(Lacombe & Wu, 2017). El mecanismo de accidn aun no es claro, sin embargo, algunos autores
reportan que la exposicién a extractos concentrados de diferentes frutos rojos causa un dafio
morfoldgico en las bacterias por pérdida de la integridad estructural de la pared, membrana y matriz
intracelular, lo que provoca una deformacion celular, el rompimiento de la pared y membrana celular
y la condensacion de material celular; la presencia de cantidades significativas de material
citoplasmatico y de membrana por fuera de la célula luego del tratamiento de bacterias patdgenas
con extractos y frutos fuentes de antocianinas permiten confirmar estos sucesos (Cisowska et al.,
2011).

Sun et al. (2018) encontraron que el tratamiento de patdgenos con antocianinas durante 2 horas causa
un incremento en la liberacion de &cidos nucleicos y proteinas, lo que demuestra la destruccion de
la membrana celular, ademas de observar una disminucion en la actividad enzimatica y el contenido
de proteina total luego del tratamiento con antocianinas. Este estudio también demostré que un
incremento en la concentracién de antocianinas disminuye la velocidad de produccion de formazan
(compuesto indicador del funcionamiento mitocondrial de las células), lo que se asocia a afecciones
sobre el ciclo de Krebs y, por tanto, a la reduccion de la transferencia energética de los patégenos,
causando la inhibicién de su crecimiento y reproduccion. Sun et al. (2018) también postulan que las
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antocianinas son capaces de entrar en las células y provocar una disminucién en la actividad de
enzimas como la fosfatasa alcalina (AKP), la ATPasa y la superdxido dismutasa (SOD), asociadas a
diversos procesos metabolicos como la transferencia de informacion y energia o los mecanismos de
autoproteccion de las células.

Cuando se considera el potencial antimicrobiano de algin compuesto contra microorganismos
patdgenos es importante evaluar también el posible impacto que tendria sobre microorganismos
benéficos. Respecto a esto, Biswas et al. (2012) afirman que los acidos organicos, los compuestos
fenolicos monoméricos, las antocianinas y las proantocianinas de arandanos afectan la viabilidad de
las cepas de S. typhimurium, L. monocytogenes, E. coli 0157:H7 y Campylobacter jejuni sin afectar
el crecimiento de especies probidticas como Bifidobacteria bifidum y Lactobacillus bulgaris, en
donde se observa que los microorganismos patégenos son dos o cuatro veces mas susceptibles a los
constituyentes de los arandanos que los microorganismos probi6ticos. Adicionalmente, Puupponen-
Pimié et al. (2001) demostraron que S. typhimurium y E. coli CM 871 fueron fuertemente inhibidos
por la presencia de arandanos mientras que el crecimiento de las cepas de Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium lactis no se vieron afectadas, sin embargo, otras cepas de lactobacilos si se vieron
ligeramente afectadas.

Asi pues, las antocianinas pueden presentar de manera simultanea potencial prebiotico y efectos
antimicrobianos frente a microorganismo patégenos, lo que hace a los frutos fuente de antocianinas
una matriz ain mas interesante para la inclusion de microorganismos probi6ticos. Coman et al.
(2018) probaron que extractos ricos en antocianinas y altos en actividad antioxidante de céscara de
ciruela, uvay diferentes parte de la baya de sauco (elderberry) inhibieron el crecimiento de diversos
patégenos (Bacillus cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli y Candida albicans) y estimularon
el crecimiento de los microorganismos probidticos Lactobacillus rhamnosus IMC 501®,
Lactobacillus paracasei IMC 502® y Lactobacillus plantarum IMC 509, axénicos y conglomerados.
Mas aun, los extractos de la baya de sauco mostraron un aumento de la actividad antioxidante
después del crecimiento de los diferentes cultivos probidticos, indicando la habilidad de los
probidticos para aumentar la actividad antioxidante de este tipo de extractos. Adicionalmente, Yang
et al. (2014) observaron una inhibicion significativa del crecimiento de L. monocytogenes, S.
Typhimuriumy E. coli O157:H7 al suplementar caldo nutritivo y leche con 10% de jugo de mora al
mismo tiempo que estimulo el crecimiento de Lactobacillus casei, L. plantarum y L. rhamnosus con
lo que se demuestra que el jugo diluido de mora puede presentar un efecto antimicrobiano frente a
microorganismos patdgenos y un potencial prebiético frente a microorganismos probidticos.

En resumen, se puede afirmar que el consumo de alimentos ricos en antocianinas promueve la
proliferacion de bacterias anaerdbicas benéficas para la salud del huésped, especialmente las especies
Bifidobacterium y Lactobacillus, a la vez que inhibe el crecimiento de especies patgenas (Igwe et
al., 2019). Sin embargo, es de mencionar que la inhibicién de microorganismos patdégenos no
siempre es tan evidente, pues en muchos estudios estas especies patdgenas no se ven alteradas con
la presencia de antocianinas o disminuyen, pero no presentan diferencias estadisticamente
significativas frente a los controles (Boto-Ordoéfiez et al., 2014; Hidalgo et al., 2012). También se
encuentran estudios en los que el crecimiento de la mayoria de las especies intestinales no se ven
afectadas por la presencia de un tipo de antocianinas (malvidin-3-glucosido) pero si por otro tipo
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(cianidina-3-glucosido y delfinidin-3-glucosido) que incluso causan una inhibicion importante en
algunos microorganismos patdgenos (Flores et al., 2015).

1.2. Probioticos, prebidticos y simbidticos en bebidas de frutos
fuente de antocianinas

La elaboracion de una bebida de frutos fuente de antocianinas con inclusién de microorganismos
probidticos inicia con la seleccion de los frutos con alto contenido de antocianinas, especialmente
en estado de madurez, con la intencion de obtener la mayor cantidad de antocianinas en la bebida
final. Luego de la seleccidn, lavado, desinfeccion y obtencién de pulpa o jugo (generalmente por
prensado) se procede a desarrollar la formulacién de la bebida en donde se definen las proporciones
de los ingredientes como el agua, la pulpa o jugo de fruta, el azlcar, los aditivos, los antioxidantes y
los compuestos prebioticos. La NTC 3549, que establece los requisitos y ensayos que deben cumplir
las bebidas de frutas, especifica que el porcentaje minimo de jugo o pulpa presente en una bebida
debe ser de 8,0%, el porcentaje maximo de solidos solubles totales debe ser de 13,0°Brix y un pH
maximo de 4,6; estos valores deben ser tenidos en cuenta para la formulacién de la bebida. Seguido
de esto, se realiza un tratamiento térmico para eliminar o disminuir la carga microbioldgica en el
producto y después de esto se puede realizar la inoculacion del probidtico. Las etapas que se siguen
para el desarrollo de una bebida de frutas probidtica se resumen en la Figura 1-4.

Existen dos formas de desarrollar una bebida de frutas probiética: 1) adicionando el microorganismo
probidtico a la bebida de frutas sin fermentacion y 2) fermentando la bebida luego de la adicién del
microorganismo probiético. Muchas bebidas probi6ticas no lacteas son producidas sin fermentacion
para evitar la generacion de propiedades sensoriales indeseadas como el desarrollo de acidez y
cambios de viscosidad, textura, color, sabor y olor comunes en los procesos de fermentacion
(Ranadheera et al., 2017). Por otro lado, la fermentacién permite obtener un producto bajo en azlcar,
con una cepa microbiana mas adaptada, con una mejor viabilidad y con metabolitos que pueden
mejorar la calidad y seguridad del producto, como las bacteriocinas, acidos organicos de cadena
corta y/o algunos compuestos bioactivos (Fernandes & Rodrigues, 2018; Pimentel et al., 2019).
Durante el proceso de fermentacion, se espera la metabolizacion de los constituyentes de la bebida
y un crecimiento de la poblacién de microorganismos probi6ticos inoculados, por esta razon se suele
inocular 7 log UFC/mL, durante la fermentacion se da un incremento de UFC y durante su
almacenamiento en condiciones de refrigeracion se suele observar un decrecimiento de UFC, de esta
forma se garantiza la dosis minima recomendada de probi6ticos para proporcionar beneficios a la
salud (6 log UFC/mL) (di Cagno et al., 2011; White & Hekmat, 2018). Por su parte, al no realizarse
la fermentacion no se observa un crecimiento en la poblacién de probidticos y se obtiene un descenso
durante su almacenamiento, con lo que el inéculo inicial debe ser superior, el cual generalmente se
encuentra entre 8 y 10 log UFC/mL (de Oliveira et al., 2020; Hesam et al., 2020).
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Figura 1-4: Etapas del desarrollo de una bebida de frutas probiotica.
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1.2.1. Estrategias para mejorar la viabilidad de los probidticos en jugos
de frutas

A pesar de que las frutas son una matriz adecuada para el crecimiento de probidticos, la viabilidad
de estos microorganismos en estos sustratos es mucho mas compleja que en productos lacteos y se
ve afectada por: 1) parametros de la matriz como el pH, la acidez titulable, el oxigeno, la actividad
de agua y la presencia de compuestos fendlicos, fibra dietaria, azticar, compuestos antimicrobianos
y aditivos como saborizantes y colorantes; 2) parametros de procesamiento como los tratamientos
térmicos empleados, la temperatura de incubacién, la velocidad de enfriamiento, el material del
empaque y el métodos de almacenamiento; y 3) parametros microbiol6gicos como la cepa probidtica
seleccionada y la velocidad y proporcion de inoculacion (Lebaka et al., 2018). A continuacion, se
discuten algunas de las estrategias utilizadas para sobrellevar las dificultades esperadas en la
inoculacion de bebidas de frutas con microorganismos probidticos.

Seleccidn de cepa probidtica

La seleccion de la cepa es un paso determinante en el desarrollo de bebidas probidticas con la
viabilidad adecuada para garantizar la dosis minima recomendada para proveer benéficos a la salud
al final de la vida util del producto. Pese a la diversidad de cepas a las cuales se les ha atribuido un
potencial probiotico, se evidencia que en los diferentes estudios de bebidas probioticas o simbioticas
de frutas fuente de antocianinas se han empleado para su produccion cepas probidticas
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principalmente del género Lactobacillus y Bifidobacterium (de Oliveira et al., 2020; Nualkaekul et
al., 2013; Sheehan et al., 2007); en algunos casos se contempla la adicién de cepas Streptococcus
(Wu et al., 2021), Pediococcus (di Cagno et al., 2011) y Saccharomyces (Fratianni et al., 2014). El
uso de estas cepas, en especial las pertenecientes al género de Lactobacillus, se atribuye a que tanto
frutas como vegetales han sido fuente de aislamiento de estas bacterias acido lacticas, es decir, son
cultivos autdctonos y se espera por tanto que puedan resistir a las caracteristicas fisicoquimicas de
estas matrices, siendo su principal y mas limitante caracteristica el bajo pH que presentan (Castillo-
Escanddn et al., 2019).

Se ha observado que la reduccion del pH provoca pérdidas en la viabilidad de estos microorganismos
(Castillo-Escandén et al., 2019). Sin embargo, la sensibilidad de los probidticos frente a medios
acidos parece depender de la cepa y género en estudio. Asi, el género Lactobacillus generalmente
resiste medios acidos y sobrevive en pH entre 3,7 y 4,3, mientras que el Bifidobacterium es menos
tolerante a la acidez y un pH de aproximadamente 4,6 es perjudicial para su supervivencia (Perricone
et al. 2015). Por esto, la seleccion de la cepa del microorganismo probidtico es un punto clave para
el desarrollo de este tipo de productos que poseen un bajo pH (Sheehan et al., 2007). En cuanto a
esto, Nualkaekul et al. (2011) evaluaron la viabilidad de Bifidobacteium longum en bebidas sin
fermentar de naranja, toronja, pifia, grosella, granada y fresa encontrando que esta cepa era capaz de
sobrevivir e incluso ser metabdlicamente activa en la bebida de naranja, toronja, pifia y grosella por
6 semanas a 4°C pero no fue detectable al final del mismo tiempo en las bebidas de granada y fresa,
debido especialmente al bajo pH y alto contenido de compuestos fenélicos. Sheehan et al. (2007)
evaluaron la viabilidad de Lactobacillus salivarius, L. paracasei, L. rhamnosus, L. casei y
Bifidobacterium animalis ssp. lactis en bebidas sin fermentar de naranja, pifia y arandanos
encontrando que las cepas L. paracasei y L. rhamnosus presentaron las mejores viabilidades en las
bebidas de pifia y naranja superando las 6 log UFC/mL al final de 12 semanas, pero ninguna de las
cepas fue detectada en la bebida de arandanos, solo con un ajuste de pH L. paracasei logro presentar
7 log UFC/mL al final de 9 dias a 4°C. de Oliveira Ribeiro et al. (2020) estudiaron la viabilidad de
B. animalis subsp. lactis, L. acidophilus, L. casei y L. plantarum en una bebida sin fermentar de
banano, fresa y jucara encontrando que la mejor viabilidad en dicha bebida la present6 L. casei (7
log UFC/mL), seguida de L. plantarum (6 log UFC/mL) y por Gltimo L. acidophilus y B. animalis
(4 log UFC/mL) después de 90 dias a 4°C.

Por otro lado, la fermentacion y el uso de cultivos autdctonos y conglomerados pueden ayudar a
mejorar la viabilidad de los microorganismos probi6ticos y obtener el conteo de UFC al final de la
vida del producto necesario para ejercer beneficios a la salud. di Cagno et al. (2011) evaluaron la
viabilidad de cultivos conglomerados de Pediococcus pentosaceus, L. plantarum y Weissella cibaria
aislados de diferentes frutas (moras, ciruelas pasas, kiwis, papaya e hinojos) en un batido fermentado
de cerezas, tomates, moras y ciruelas pasas encontrando que tanto la fermentacion como el uso de
cultivos autoctonos conglomerados permite obtener una cantidad considerable de microorganismos
probidticos (9 log UFC/mL) al final de 30 dias de almacenamiento a 4°C. Adicionalmente, ajustar
el pH de la bebida empleando NaOH o Na,CQOj3 puede ser una estrategia para aumentar la viabilidad
de los microorganismos probidticos en estas matrices de pH bajo (Sheehan et al., 2007; Wu et al.,
2021; Yan et al., 2019), sin embargo, su efecto sobre los aspectos sensoriales y de seguridad del
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producto hacen més adecuado el uso de frutas menos acidas en la formulacion de la bebida como
proponen Bernal Castro et al. (2017) y Perricone et al. (2014).

Adaptacion con induccién de resistencia

La adaptacion con induccion de resistencia de microorganismos probidticos consiste en someter al
microorganismo a condiciones por debajo de lo letal por un tiempo limitado causando que el
microorganismo se acostumbre de cierta forma a dichas condiciones, induciendo un tipo de
resistencia y una respuesta adaptativa al estrés (Speranza et al., 2020). Frente a los frutos rojos como
base de bebidas probidticas, la mayor limitante es la acidez, por lo tanto, el pH ha sido un factor que
se ha tenido muy en cuenta en maltiples investigaciones, por lo que la modificacion del pH del medio
de crecimiento con el proposito de generar condiciones subletales para adaptar al microorganismo
puede usarse como estrategia para mejorar la viabilidad de la cepa en matrices acidas (Mustafa et
al., 2019). Por ejemplo, Srisukchayakul et al. (2018) estudiaron el efecto de la adaptacién con &cido
citrico en la supervivencia de L. plantarum en jugo de frutas de pH bajo durante su almacenamiento
en refrigeracion, encontrando que el pretratamiento con &cido citrico mejora la viabilidad del
probidtico en jugos con bajo pH, como jugos de arandanos (pH 2,7), granada (3,5) y lima-limén (pH
2,8). En este estudio también se realizé un andlisis del contenido de &cidos grasos de las células
adaptadas al medio acido, observandose un aumento en el contenido de é&cidos grasos de
ciclopropano, por lo que es probable que este cambio generara una disminucion en la fluidez de
membrana y una menor permeabilidad de ésta, impidiendo el flujo de protones durante su
almacenamiento en estas frutas de bajo pH.

Sin embargo, el pH por si solo no puede explicar las tendencias que presentan algunos probiéticos
en las diferentes bebidas de frutas. Respecto a esto, Nualkaekul et al. (2011) investigaron los factores
gue afectan la viabilidad de B. longum en bebidas de naranja, toronja, grosella, pifia, granada y fresa,
encontrando que luego de 6 semanas de almacenamiento a 4°C, el conteo de UFC solo disminuy6
en 0,8 log UFC/mL en naranja, grosella y pifia y para toronja fue de solo 0,5 log UFC/mL a pesar de
su bajo pH (3,21); sin embargo, el probidtico se encontraba por debajo de los limites de deteccion
después de una semana en la bebida de granada y después de 4 semanas en la de fresa. Estos
resultados sugieren que la viabilidad del probi6tico resulta de interacciones sinérgicas y antagdnicas
de diferentes factores como el contenido de compuestos fenélicos, antocianinas, acidos organicos,
proteinas, azucares, fibras dietarias, entre otras. Asi, la suplementacién del medio de cultivo con
compuestos fenolicos o con una cantidad de la matriz alimenticia (entre 10% y 50%) puede servir
como estrategia de adaptacion para aumentar la viabilidad del cultivo probidtico en el producto
(Speranza et al., 2020). En cuanto a esto, Perricone et al. (2014) evaluaron la viabilidad de
Lactobacillus reuteri en jugos de pifia, naranja, manzana verde y frutos rojos, de lo cual se encontr6
que la cepa en estudio present6 una pérdida considerable de su viabilidad en el jugo de frutos rojos
debido probablemente a efectos de pH y el contenido fendlico. Por tal razon, en este estudio se
inocul6 la cepa en un medio de cultivo con contenido de jugo de frutos rojo, acido vanilico para
evaluar estrés fenolico o acidificado a pH 5 para evaluar estrés acido, con lo que se obtuvo una
prolongacion de la viabilidad de la cepa en estudio.
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Fortificacion con prebi6ticos

Otra forma de mejorar la viabilidad y estabilidad de los probi6ticos en las bebidas de frutas es la
fortificacion de estas bebidas con compuestos prebidticos. En general, la adicién de compuestos
prebidticos mejora y/o aumenta la viabilidad de los probidticos durante su almacenamiento a
temperatura de refrigeracion alcanzando niveles satisfactorios (6 log UFC/mL) en diferentes
productos simbioticos, sin embargo, en jugos de frutas ricos en antocianinas y con pH bajo esta
tendencia no es tan evidente debido principalmente al ambiente hostil de la matriz y su composicién
diversa. Por ejemplo, Marin-Arango et al. (2019) no observaron un efecto evidente al usar inulina
en el desarrollo de un concentrado de mora inoculado con L. casei y encontrando que la viabilidad
del microorganismo se veia mayormente afectada por la proporcién de concentrado de mora usado
y la cantidad de in6culo, siendo las proporciones bajas de mora (10%) y altas cantidades de in6culo
(7,49 log UFC/g) las que presentaron mejor viabilidad.

Urbano Marinho et al. (2019) encontraron que el uso de polidextrosa en el desarrollo de un sorbete
de jussara con inclusion de L. acidophilus y L. paracasei no afect6 la viabilidad del producto
almacenado a -18°C por 120 dias en comparacién con el mismo sorbete sin adicién de polidextrosa.
Por su parte, Hesam et al. (2020) observaron una mayor viabilidad de B. animalis spp. lactis en jugo
de granada sin fermentar al usar Xilooligosacaridos que sin su uso, ademas de observar un mayor
proceso metabdlico en la bebida simbidtica con un mayor descenso del pH y aumento de la acidez
titulable. Freitas et al. (2021) concluyeron que el uso de FOS y sacarosa mejoraba la viabilidad de
L. casei en bebida fermentada de acai. Ademas, White & Hekmat (2018) encontraron que la
viabilidad de L. rhamnosus no presenta diferencias significativas a lo largo de la fermentacion de
bebidas de uva, manzana y naranja por 72 horas a 37°C usando o no inulina tanto de cadena corta
como de cadena larga; también se observo que la viabilidad en la bebida de naranja no presento
diferencias significativa durante su almacenamiento, mientras que en las bebidas de manzana y uva
se observo un descenso de la viabilidad durante su almacenamiento, especialmente en la bebida de
uva en cuyo caso no fue detectable al final de los 30 dias incluso con la incorporacion de inulina. Lo
anterior da a entender que, en el desarrollo de bebidas de frutas, el solo uso de compuestos
prebidticos no es suficiente para garantizar la viabilidad de los microorganismos probiéticos, sino
gue la composicion de la matriz y la cepa probi6tica usada son factores que afectan en mayor medida
la viabilidad.

1.2.2. Cambios fisicoquimicos generados por la inclusion de probiéticos
en bebidas con antocianinas

En el desarrollo de bebidas de frutas con inclusion de probidticos es importante tener en cuenta los
cambios fisicoquimicos y sensoriales que se pueden presentar en el producto debido a la presencia
de estos microorganismos y su actividad metabélica en dichas matrices, donde estos cambios seran
altamente dependientes de las condiciones del proceso como la temperatura, el pH, la composicion
quimica de la matriz, la cepa probiotica y el tiempo de fermentacion. Como se menciond, las bebidas
a base de frutos fuentes de antocianinas con inclusion de probidticos pueden desarrollarse
permitiendo o no la fermentacion por parte de estos microorganismos, con lo que se obtienen
cambios fisicoquimicos y sensoriales diferentes. Los cambios fisicoquimicos comdnmente
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observados en bebidas fermentadas son las alteraciones del pH, la acidez titulables, el contenido de
azlcares y el contenido de compuestos fendlicos relacionadas con el hecho de que los cultivos
probidticos son capaces de metabolizar los azlcares y algunos compuestos fendlicos, como las
antocianinas y los taninos, presentes en las bebidas de frutas, provocando la produccion de acidos
organicos, principalmente &cido lactico y acético, con la consecuente reduccion del pH y el aumento
de la acidez titulable y la produccién compuestos fendlicos méas sencillos que pueden llegar a
presentar una actividad antioxidante mayor a la de sus precursores (Ruiz et al., 2021).

En cuanto a esto, Yan et al. (2019) encontraron gue la fermentacion por 24 horas a 37°C con L.
rhamnosus y L. plantarum de una bebida de arandanos con pH ajustado provocaba la produccién de
acido l4ctico y acético con la consecuente disminucién de pH (de 6,2 a 3,8) y aumento de la acidez
titulable (de 4 a 16%), cuyo efecto se acentuaba al adicionar glucosa. En este estudio también se
observo el aumento de compuestos fendlicos (de 1066,89 ng GAE/mL a 4269,21 ug GAE/mL) y
flavonoides (de 81,71 ug RE/mL a 404,99 ug RE/mL) y la disminucion en el contenido de
antocianinas (de 15,41 ug C3G/mL a 5,44 ug C3G/mL), con un ligero aumento en la actividad
antioxidante del producto (de 205,15 mmol Trolox/L a 269,82 mmaol Trolox/L). Por su parte, Wu et
al. (2021) también observaron la disminucion en el contenido de antocianinas al fermentar bebidas
de ardndanos y mora con L. plantarum, Streptococcus thermophilus y B. bifidum por 48 horas a
37°C, ademas del aumento en el contenido de acidos fendlicos y acido lactico y el aumento de la
actividad antioxidante del producto fermentado.

La acidificacion por parte de los probioticos, en parte, es deseada pues aumenta la vida atil y
seguridad del producto, sin embargo, puede disminuir la aceptabilidad del consumidor y afectar la
viabilidad durante el almacenamiento del cultivo probidtico debido a la alta acidez. Por lo anterior,
es recomendable emplear cultivos probidticos con tolerancia a ambientes &cidos y con actividad
metabdlica lenta o desarrollar el producto evitando el proceso de fermentacién con lo que los
cambios fisicoquimicos no se observan comunmente. En este sentido, estudios como los realizados
por de Oliveira Ribeiro et al. (2020), Lai et al. (2020), Nualkaekul et al. (2011) y Perricone et al.
(2014) demuestran que durante el almacenamiento en condiciones de refrigeracion de bebidas de
frutas fuentes de antocianinas con inclusion de cultivos probidticos sin fermentar se puede observar
un ligero descenso del pH y el contenido de azucares pero esto cambios no son estadisticamente
significativos, esto se debe a que los microorganismos probidticos en condiciones de refrigeracion
ralentizan su actividad metabélica significativamente.

En cuanto a los cambios que presentan los compuestos fenolicos presentes en las bebidas de frutas
por la inclusién de probidticos, se observa de manera general que el contenido de compuestos
fendlicos totales, antocianinas y actividad antioxidante disminuye durante su almacenamiento en
condiciones de refrigeracion. Esto se relaciona fuertemente con la baja estabilidad que presenta este
tipo de compuestos frente a diversas condiciones como el pH, el oxigeno, la luz, la temperatura,
entre otras, generando su degradacion a lo largo del tiempo. de Oliveira Ribeiro et al. (2020)
observaron una disminucion en el contenido de antocianinas de una bebida de banana, fresa y jucara
inoculada con L. casei y L. plantarum en almacenamiento a 4°C por 90 dias. Por su parte, Urbano
Marinho et al. (2019) encontraron que el contenido de antocianinas no se ve afectado en un sorbete
de jussara con inclusién de L. acidophilus y L. paracasei y polidextrosa almacenado a -18°C por 120
dias, debido a que las bajas temperaturas afectan menos la estabilidad de las antocianinas.
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1.2.3. Cambios sensoriales generados por la inclusion de probidticos en
bebidas con antocianinas

Las propiedades sensoriales son otro factor importante en el desarrollo de productos con inclusién
de probidticos, puesto que la incorporacion de probioticos puede causar alteraciones en el sabor,
aroma y textura del producto durante su almacenamiento y, por ende, cambiar la aceptabilidad del
producto. Se ha reportado que la adicién de probioticos a jugos de frutas puede generar sabores
descritos como lacteos, medicinales, acidos, salados, amargos, astringentes y artificiales, los cuales
dependen del tipo de fruta, la cepa probidtica, la temperatura de almacenamiento y el uso de
prebidticos o estrategias de encapsulacion (Lebaka et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de las
bebidas fuentes de antocianinas con inclusién de probidticos presentan una buena aceptabilidad,
incluso mayor a los productos sin inclusion o fermentacion de estos microorganismos, observandose
una disminucién de la aceptabilidad a lo largo de su almacenamiento (di Cagno et al., 2011; Freitas
et al., 2021; Hesam et al., 2020; Mantzourani et al., 2020).

En general se ha descubierto que las bebidas simbiéticas con frutas fuente de antocianinas tienen una
alta aceptabilidad sensorial en cuanto a color y méas baja en cuanto a olor y sabor, siendo el dltimo
potencialmente modificado negativamente por el tiempo de almacenamiento; aunque esta
aceptabilidad puede mejorar. Un estudio reciente, realizado en jugos de acai con adicion de FOS y
sucralosa, comparado con adicion de FOS y sacarosa, concluyo que, a nivel sensorial, después de 42
dias de almacenamiento, la aceptabilidad sensorial por el jugo con adicion de sucralosa fue mayor al
compararlo con la sacarosa representando asi una buena opcién en la elaboracién de productos
comerciales (Freitas et al., 2021). Uno de los defectos sensoriales mas comunes en bebidas
fermentadas es el sabor caracteristico conferido por los probioticos (acido y ausente de dulce); sin
embargo, se han reportado casos en los que esto no sucede; tal es el caso de una bebida de cereza
corneliana fermentada con L. paracasei desarrollada por Mantzourani et al. (2019), la cual present6
alta aceptabilidad sensorial en cuanto al sabor.

Por su parte, Perricone et al. (2014) mostraron que la adicion de L. reuteri a jugos de manzana, pifia,
naranja y frutos rojos no ejercié ningun impacto negativo en los atributos sensoriales de estas
bebidas. EI mismo estudio realizado por di Cagno et al. (2011), en cuanto a los atributos sensoriales
de los batidos de frutos rojos, encontré que no hubo diferencia significativa entre los batidos
inoculados y los no inoculados en cuanto a la acidez, la astringencia y la apariencia; sin embargo,
los batidos sin inocular tuvieron una mejor aceptabilidad, lo que se atribuye al menor cambio de
color, principalmente. Aunque también se encontré una buena aceptabilidad por la bebida inoculada
con probidtico. Asi pues, algunos estudios han demostrado que la aceptabilidad de las bebidas de
frutas probidticas es similar al de las bebidas convencionales sin adicion de probidticos; sin embargo,
en caso de presentarse alteraciones organolépticas en la bebida probidtica desarrollada se pueden
emplear estrategias como las adiciones de saborizantes 0 aromas para enmascarar la presencia de los
probidticos. Se han usado frutos tropicales como pifia, mango y maracuya de manera exitosa para
enmascarar el sabor medicinal causado por los probidticos y mejorar la calidad sensorial y
aceptabilidad de jugos probidticos (Pimentel et al., 2019). Es de destacar que factores no sensoriales,
como el hecho de informar al consumidor sobre los beneficios a la salud que proporciona el consumo
de este tipo de bebidas funcionales, también influye significativamente en la aceptabilidad del
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producto. En este aspecto, Luckow et al. (2006) determinaron que factores no sensoriales, como el
consumo repetitivo y la informacion de los beneficios a la salud, tienen un impacto positivo sobre el
agrado del consumidor por una bebida probidtica de naranja.

1.3. Ultrasonido (US) como método de inactivacion microbiana

El ultrasonido es una técnica basada en la generacién de ondas mecénicas a frecuencias por encima
del umbral de la audicion humana (>16kHz) (Ojha et al., 2017). El ultrasonido puede ser clasificado
en tres categorias basado en el rango de frecuencia como: 1) ultrasonido de baja frecuencia o de
potencia con frecuencias entre 20 y 100 kHz; 2) ultrasonido de alta frecuencia o sonoquimica de
rango extendido con frecuencias entre 20 kHz y 2 MHz; y 3) ultrasonido de diagnéstico con
frecuencias superiores a 2 MHz, ver Figura 1-5 (Ojha et al., 2017).

Figura 1-5: Clasificacion de las ondas sonoras segun su frecuencia.

2 Hz 20 Hz 20 kHz 2 MHz 20 MHz
ULTRASONICO

Audicion humana = Aplicaciones de procesamiento Rango extendido Ultrasonido de diagnéstico
(16 Hz - 18 kHZ) (20 kHz — 100 kHz) (20 kHz — 2 MHz) (5 MHz — 10 MHz)

Tomado de Ojha et al. (2017)

La aplicacion de ultrasonido de potencia en matrices liquidas provoca cavitacion acustica, lo cual
consiste en la generacion, crecimiento y eventual colapso de burbujas lo que provoca efectos
térmicos, mecanicos y quimicos (Singla & Sit, 2021). Los efectos mecanicos incluyen cambios de
presion, turbulencia y esfuerzos de cizalla; mientras que los efectos quimicos involucran la
generacién de radicales libres; y los efectos térmicos implican la generacion de altas temperaturas
en las zonas de cavitacion (Majid et al., 2015). Esta tecnologia se ha empleado en procesos como
emulsificacion, eliminacion de espuma, descontaminacion, extraccion, desgasificacion,
cristalizacion, precipitacion, limpieza, extrusion, tratamiento de aguas residuales y ablandamiento
de carnes (Singla & Sit, 2021). Sin embargo, su uso como método de conservacion de alimentos ha
Ilamado especialmente el interés de los investigadores, en donde se emplean los efectos del
ultrasonido para la inactivacion de enzimas y diversos microorganismos patégenos sin afectar
negativamente la calidad nutricional y sensorial del producto (Gallo et al., 2018).

El efecto de inactivacion microbiana por parte del ultrasonido se debe a la generacion de la cavitacion
acustica que lleva al incremento de la permeabilidad de las membranas, pérdida de selectividad,
disminucion del grosor de la membrana celular, confinamiento de calor y formacion de radicales
hidroxilo (Majid et al., 2015). Algunos estudios han atribuido el efecto de inactivacién microbiana
del ultrasonido a la generacién de cavitacion intracelular, lo que causa un shock mecanico que afecta
la estructura celular y sus componentes hasta el punto de causar lisis celular (Chemat et al., 2011).
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Se estima que frecuencias entre 20 y 60 kHz mejoran los efectos del ultrasonido sobre la inactivacion
de microorganismos (Ercan & Soysal, 2013).

Liao et al. (2018) evaluaron el mecanismo de accion y el efecto del ultrasonido sobre E. coli (Gram
negativa) y S. aureus (Gram positiva) concluyendo que el tratamiento con ultrasonido puede generar
un dafio intracelular al ADN y una inactivacion enzimatica sin causar dafios en la pared celular, lo
gue lleva a una inapropiada actividad celular y posterior muerte; por lo tanto, los investigadores
atribuyeron el efecto bactericida del ultrasonido al ingreso de radicales libres generados por la
sonolisis del agua por los efectos de cavitacion al interior de la célula. La ruptura celular causada
por la fuerza mecénica de la cavitacion no es el inico mecanismo de accién en la inactivacion de
microorganismos con ultrasonido, sino que incluso puede ser el efecto que se presente en menor
proporcion como comprobaron Liao et al. (2018) al observar un nimero mucho menor de células
con dafios o permeabilidad en la pared celular en comparacion al nimero de células no viables que
genero el tratamiento ultrasonico.

Los factores criticos en el procesamiento de alimentos como método de conservacion con ultrasonido
involucran la naturaleza de las ondas ultrasonicas, el tiempo de exposicion, el tipo de
microorganismos, el volumen de alimento procesado, la composicidn del alimento, la temperatura y
la presidn. Respecto al tipo y forma del microorganismo, se puede afirmar que en general las células
alargadas son mas sensibles que células pequefias, debido, probablemente, a su mayor area
superficial; asi pues, los cocos son mas resistentes que los bacilos frente a los efectos del ultrasonido
(Charoux et al., 2019). Adicional a eso, las bacterias Gram positivas han mostrado ser mas resistentes
que las Gram negativas, posiblemente, debido a que poseen una pared celular mas gruesa lo que las
provee de una mejor proteccion frente a los efectos del ultrasonido (Chemat et al., 2011).

En ese sentido, D’ Amico et al. (2006) evaluaron el efecto del ultrasonido (frecuencia de 20 kHz,
amplitud de 100%, potencia de 150 W e intensidad de 118 W/cm?) sobre E. Coli 0157:H7 (bacilo
Gram negativo) en cidra de manzana y L. monocytogenes (bacilo Gram positivo) en leche,
observandose una reduccion en el nimero de células viables en ambos estudios, incluso a
temperatura ambiente o con un calentamiento leve (57°C). Ademas, Juraga et al. (2011) trabajaron
con ultrasonido de alta intensidad para evaluar la inactivacion de Enterobacterias (Gram negativas
con morfologia de cocos o bacilos) en leche cruda, variando parametros como la temperatura (20°C,
40°Cy 60°C), amplitud (120, 90 y 60 um) y tiempo (6, 9 y 12 min). De este trabajo se concluy6 que
la inactivacién de microorganismos mediante ultrasonido es dependiente de los tres parametros
evaluados, alcanzandose mayor inactivacion de los microorganismos con tiempos largos de
exposicion, aumentos de temperatura y mayores amplitudes.

En cuanto a los mohos y levaduras, se encuentra que generalmente son mas resistentes que los
microorganismos vegetativos, pero menos que las esporas (Charoux et al., 2019). Sin embargo,
Wordon et al. (2012) estudiaron la viabilidad, el dafio y la muerte de Saccharomyces cerevisiae bajo
la aplicacién de ultrasonido encontrando una mayor inactivacion de este microorganismo al usar
ultrasonido en conjunto con la aplicacion de calor, los cuales actian de manera sinérgica, y sugieren
que el uso de altas frecuencias de ultrasonido es mas eficiente en la eliminacion de microorganismos.
Ferrario et al. (2015) lograron un reduccion de 2,5 log de S. cerevisiae en jugo de manzana aplicando
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un tratamiento de ultrasonido (20 kHz) por 30 min, sin embargo, obtuvieron una reduccion de 5,8
log al realizar un posterior tratamiento con luz pulsada a 56°C. Guimardaes et al. (2018) emplearon
un tratamiento con ultrasonido (19 kHz por 3 min) como método de inactivacion de bacterias
mesdfilas aerdbicas, mohos y levaduras en una bebida de lactosuero, obteniendo una reduccion
similar a la producida por un tratamiento térmico de baja duracién (72°C por 15 s), observandose
una menor reduccién en mohos y levaduras (menos de 1 log). Rezek Jambrak et al. (2018) evaluaron
el tratamiento con ultrasonido en jugos y néctares de manzana, ardndano rojo y arandano morado
variando la temperatura (20, 40 y 60°C), el tiempo (3, 6 y 9 min) y la amplitud (60, 90 y 120 um)
del tratamiento; encontrando que todas las muestras tratadas a 60°C a los diferentes tiempos de
duracion y de amplitud lograban la inactivacion completa del crecimiento de los mohos y levaduras
evaluados logrando reducciones entre 3,6 y 5,9 log, mientras que los tratamientos a 20 y 40°C eran
insuficientes. Este estudio también confirmé que ninguno de los tratamientos con ultrasonido fue
eficiente en la inactivacion de la bacteria formadora de esporas Alicyclobacillus acidoterrestris.

La presion y la temperatura del medio durante el tratamiento con ultrasonido son otros factores
importantes que afectan el efecto letal del ultrasonido. Zhu et al. (2017) evaluaron el efecto sobre E.
coli O157:H7 en jugo de arandanos de diferentes tratamientos: tratamiento térmico (HT: 80 °C),
sonicacion (SC: 280, 420, 560 y 700 W por 10 min), termosonicacion (TS: 30, 40, 50, 60 °C, 280,
420, 560, and 700 W por 10 min), manosonicacion (MS, 560 W'y 350 MPa) y manotermosonicacion
(MTS, 560 W, 40 °C y 350 MPa). Este estudio encontrd que el tratamiento con sonicacion no era
suficiente para la inactivacion de E. coli sin importar la intensidad usada obteniéndose valores entre
0,1y 0,3 log de reduccion; por su parte el tratamiento térmico resulté con una reduccién de 2,00 log;
la termosonicacion provocé reducciones entre 0,13 y 5,10 log donde las mayores reducciones se
obtuvieron a mayores temperaturas e intensidades; la manosonicacién presentd una reduccion de 5,2
log y la manotermosonicacion una reduccion de 5,85 log, después de 5 minutos de tratamiento.

De forma general, los microorganismos toleran mas los efectos del ultrasonido cuando se encuentran
en matrices alimenticias o medios complejos en comparacion a cuando se encuentran en soluciones
buffer o salinas; este comportamiento ha sido atribuido a la proteccion que ejercen los componentes
de las matrices alimenticias sobre los microorganismos contra los efectos del ultrasonido (Villamiel
et al., 2017). Sin embargo, hay estudios que demuestran que puede ser un método efectivo de
inactivacion de microorganismos en bebidas. Por ejemplo, Gabriel (2014) establecié los parametros
de la cinética de inactivacion de las bacterias patogénicas E. coli O157:H7, S. entérica y L.
monocytogenes, ademas de las levaduras causantes de deterioro Debaryomyces hansenii, Clavispora
lusitaniae, Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans y S. cerevisiae, en jugo de naranja tratado
con bafio de ultrasonido multi-frecuencia en donde la frecuencia se alternaba entre 28, 45y 100 kHz
cada 1 ms para maximizar la cavitacion, obteniéndose valores D (tiempo de reduccion decimal,
tiempo necesaria para obtener 1 log 0 90% de inactivacion) de 2,95, 3,42 y 3,48 min para E. coli, S.
entéricay L. monocytogenes, respectivamente; mientras que los valores D de las levaduras en estudio
se encontraban en el rango entre 1,41 y 6,10 minutos, siendo las mas resistentes las levaduras C.
lusitaniae y S. cerevisiae. Este estudio demuestra la efectividad en la inactivacion de
microorganismos patégenos y causantes de deterior en bebidas usando tratamiento con ultrasonido
prolongados (30-40 min) y recomiendan combinar el tratamiento con un calentamiento medio.
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El efecto letal del ultrasonido depende de la intensidad de la cavitacién, lo que a su vez depende de
multiples parametros fisicos, entre los cuales la frecuencia y amplitud son los mas importantes. Se
suele trabajar a frecuencias constantes de 20 kHZ, pues permiten la generacion de burbujas de
cavitacion grandes que liberan méas energia, pero a valores superiores a éstos, la formacion de
burbujas se dificulta y no se da a frecuencias mayores a 2,5 MHz (Villamiel et al., 2017). En cuanto
a la amplitud, se ha observado que a mayores amplitudes méas répida es la inactivacion de
microorganismo, lo que puede deberse al incremento del nimero de burbujas de cavitacion que
colapsan por unidad de tiempo en un volumen dado y/o al incremento del volumen del liquido
propenso a la cavitacion (Majid et al., 2015).

1.3.1. Efectos del US sobre caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas

Ademas del estudio del ultrasonido sobre la inactivacion de microorganismos, se han realizado
maltiples investigaciones de los efectos del ultrasonido sobre las caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas de diversas matrices alimenticias, asi como los cambios provocados por este
tratamiento sobre compuestos bioactivos para la obtencion de productos de alta calidad y con un
minimo procesamiento. A continuacion, se resumen algunos de estos estudios.

En general, se reporta que el tratamiento con ultrasonido tiene un efecto minimo en la calidad general
de los jugos de fruta, conservandose el pH, acidez y solidos solubles (Cervantes-Elizarraras et al.,
2017; Ramirez-Moreno et al., 2018). EI cambio de color producido por el ultrasonido también ha
sido un factor importante a evaluar, pues es el primer pardmetro que considera el consumidor al
evaluar la calidad del producto y determinar su aceptacion sensorial. En cuanto a este aspecto, se ha
observado que el color varia, pero no de manera notoria bajo tratamientos con ultrasonido (Bhat et
al., 2011; Rezek Jambrak, Simunek, & Djekic, 2018). Adicionalmente, se atribuye al tratamiento
con ultrasonido la mayor disponibilidad y extractabilidad de compuestos fendlicos y acido ascorbico,
presentando asi una marcada importancia en la mejora de la capacidad antioxidante de diversos jugos
(Aadil et al., 2013; Zafra-Rojas et al., 2013). Ademas, estos estudios en general concluyen que el
contenido de antocianinas se mantiene 0 aumenta después de su procesamiento con ultrasonido y
gue, a su vez, éste tiene un efecto minimo en la degradacién de antocianinas (Pérez-Grijalva et al.,
2018; Tiwari et al., 2009).

Una de las ventajas de emplear ultrasonido en el procesamiento de alimentos es la poca variacion
gue presenta sobre las propiedades de los alimentos y el incremento en el contenido de compuestos
bioactivos en comparacion con los tratamientos térmicos como la pasteurizacion. Asi pues,
Santhirasegaram et al. (2013) realizaron un estudio comparando estos dos métodos aplicados a jugo
de mango observando que, a diferencia del tratamiento ultrasénico, la pasteurizacion provoca
cambios notorios en el color del jugo, asi como un incremento en la turbidez del mismo.
Adicionalmente, el tratamiento térmico causé una disminucion significativa en el contenido de
carotenoides y polifenoles, mientras que se observd un aumento para las muestras tratadas con
ultrasonido. Finalmente, se observo en este estudio que la actividad antioxidante del jugo no cambia
en las muestras tratadas con calor, pero aumenta significativamente en las muestras tratadas con
ultrasonido.
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Por su parte, Gomes et al. (2017) observaron un incremento en el contenido de antocianinas en un
jugo de arandanos tratado con altas presiones (450 MPa por 5 min) seguido de ultrasonido (18 kHz,
500 W, 600 y 1200 W/L por 5 min a temperatura ambiente). El aumento en el contenido de
antocianinas observado en este estudio se atribuyd a la extraccion de antocianinas unidas a la pulpa
en suspensién. En este estudio también se observo que a alta densidad de potencia ultrasénica (600
WI/L), la degradacion de las antocianinas sobrepasaba el proceso de extraccion de las mismas con lo
gue se observaba una disminucion en el contenido de antocianinas, relacionado principalmente a la
formacidn de radicales hidroxilo durante la aplicacién del ultrasonido. Wang et al. (2019) evaluaron
la influencia de tratamientos con ultrasonido (20 kHz, 400 W durante 0, 4, 8, 12, y 16 min) en el
color, la actividad antioxidante, el contenido de compuestos fendlicos y de &cido ascorbico y la
microestructura de un jugo de fresa, encontrando que el tratamiento durante 16 minutos incrementa
la diferencia en el color de la muestra en comparacidn a la muestra sin tratamiento, pero sin llegar a
ser un cambio percibido por el ojo humano (AE=1,01). También se observé un mayor aumento en el
contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y &cido ascérbico y actividad antioxidante en las
muestras tratadas durante 12 min siendo incluso mucho mayor que la muestra sin tratamiento. Estos
efectos se atribuyeron a la remocidn del oxigeno disuelto debido a la cavitacion producida por el
ultrasonido y, segun el analisis de microestructura, a la formacion de formas irregulares, el
desgarrado y la pérdida del tejido y la distorsién de la pared celular lo que explica porque el
ultrasonido mejora la eficiencia de extraccion de fitoquimicos.

Zhu et al. (2017) evaluaron el efecto en el contenido de antocianinas en jugo de arandanos luego de
diferentes tratamientos: tratamiento térmico, sonicacidn, termosonicacion, manosonicacion y
manotermosonicacion. En este estudio se observé que los tratamientos térmicos a bajas temperaturas
no provocaban una pérdida importante de antocianinas (antocianinas residuales de 99.05%, 98.15%,
96.46% y 94.49% a 30 °C, 40 °C, 50 °C y 60 °C por 10 min, respectivamente) pero a temperaturas
de 70 y 80°C se obtenia una pérdida de antocianinas méas considerable (antocianinas residuales de
86,03 y 82,64%, respectivamente). También se observd que los tratamientos de sonicaciéon a
potencias mayores generan un mayor descenso en el contenido de antocianinas sin llegar a ser
importante (retencién de antocianinas de 98.68%, 98.26%, 97.82% y 96.93% a potencias de 280,
420,560y 700 W, respectivamente). Por su parte, los tratamientos de termosonicacion no mostraron
una diferencia significativa en el contenido de antocianinas al emplear temperaturas de 30 y 40°C,
pero al aumentar la temperatura y potencia se observé un descenso en el contenido de antocianinas,
donde la menor retencion de antocianinas (91,64%) se obtuvo al trabajar a 60°C y 700W. Por ltimo,
empleando altas presiones en conjunto con ultrasonido se obtienen resultados similares a los
obtenidos en los tratamientos de termosonicacion, con lo que el tratamiento de manotermosonicacion
con las condiciones méximas (350 MPa/40 °C/560 W/20 min) presentd la menor retencion de
antocianinas con un valor de 94,74%. Zhu et al. (2017) concluyen que la combinacion de
tratamientos de sonicacion con altas presiones y/o temperaturas medias son estrategias superiores
tanto para la seguridad como para la preservacion de antocianas en jugo de arandanos en
comparacion con los tratamientos térmicos tradicionales.
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1.3.2. Desarrollo de bebidas prebidticas empleando US

La incorporacion de prebidticos en las bebidas de frutas presenta varios retos tecnoldgicos, pues su
inclusion no debe afectar las propiedades organolépticas del producto y debe ser quimicamente
estable durante el procesamiento de la bebida, sin verse afectado significativamente por altas
temperaturas, bajo pH y/o condiciones que provoque reacciones de Maillard. Esto ultimo, es de
especial importancia pues, si se da la degradacion o alteracion de los compuestos prebidticos a sus
componentes mono y/o disacéridos, el prebidtico no estara disponible para estimular el crecimiento
selectivo de bacterias, disminuyendo su actividad prebidtica, y no proporcionara los beneficios a la
salud esperados (Hurtado-Romero et al., 2020).

Estudios demuestran que el tratamiento con ultrasonido no afecta de manera significativa la
estructura y propiedades de compuestos prebidticos incluidos en diversas bebidas. Por ejemplo,
Alves Filho et al. (2016) evaluaron los cambios que presentan los FOS en una solucién acuosa (para
evaluar el efecto directo sobre la hidrolisis de FOS) luego de ser tratados con ultrasonido (600 y
1200 W/L por 5 min) seguido de un procesamiento con alta presion (450 MPa por 300 s),
concluyendo que el tratamiento no provocaba cambios en la composicion de los FOS bajo el anélisis
del espectro 'H*C HSQC NMR vy del perfil de azicares (FOS con diferentes grados de
polimerizacion, glucosa y fructosa) y su cuantificacion con HPLC-RID, antes y después del
tratamiento, indicando que el tratamiento empleado no causa la hidrdlisis de los FOS. Silva et al.
(2020) observaron que al tratar un jugo de naranja enriquecido con XOS con ultrasonido de alta
intensidad (20 kHz, 300-1200 W por 10 min con temperaturas entre 50 y 90°C) el perfil
cromatogréafico de los XOS no cambiaba y la cantidad de todos los compuestos del prebiotico y los
azlcares permanecia constante, demostrando que la estructura molecular de los XOS no se
fragmentaba en xilosa y en unidades de XOS de cadenas mas cortas debido a reacciones de hidrdlisis.
Este estudio demostr6 que el pH y el contenido de sélidos solubles en la bebida prebidtica no se ven
afectados por el tratamiento con ultrasonido, sin embargo, se observé un descenso en el contenido
de 4cido organicos, en el contenido de compuestos fendlicos y en la actividad antioxidante al
aumentar la intensidad o poder del tratamiento.

Gomes et al. (2017) evaluaron el efecto de un tratamiento con ultrasonido (18 kHz, 500 W, 600 y
1200 W/L por 5 min a temperatura ambiente) seguido de un tratamiento de alta presion (450 MPa
por 5 min) sobre la calidad de una bebida de arandanos fortificada con FOS, encontrando una alta
retencion de acidos organicos (>90%) y un aumento en el contenido de antocianinas de hasta 24%.
Ademas, el cambio en el color, los s6lidos solubles totales y pH fueron insignificantes. Sin embargo,
el tratamiento con ultrasonido provoc6 un ligero cambio en el perfil de FOS y una pequefia
disminucién de FOS con grados de polimerizacion mayores y un aumento en el contenido de FOS
de bajo grado de polimerizacion, denotando una ligera hidrolisis de los FOS; a pesar de que estos
cambios fueron estadisticamente significativos, los autores resaltan que son cambios tan pequefios
que en realidad no implican una degradacion de FOS significativa.

Segln los estudios realizados en diversas bebidas y matrices con inclusién de prebi6ticos, los
tratamientos con ultrasonido de alta intensidad parecen no afectar de manera considerable la
estructura de los prebi6ticos, por lo que no provoca, o solo en cierto grado, la hidrolisis de éstos, lo
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que permite mantener la concentracion de prebio6ticos recomendada y proveer beneficios a la salud
al ser consumidos. De esta forma y en comparacion con tratamientos térmicos convencionales, el
ultrasonido de potencia es una tecnologia alternativa eficiente para la inactivacion de enzimas y
microorganismos, que provocan la degradacion de los productos, mientras permite mantener las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales del producto e incluso mejorarlas. En este sentido, los
tratamientos con ultrasonido pueden aumentar el contenido de compuestos fendlicos y por ende
mejorar la capacidad antioxidante del producto, no descomponen en mayor medida los compuestos
prebidticos y conservan el color, caracteristicas reoldgicas y el aspecto fresco del producto final,
presentando una buena estabilidad y aceptabilidad por parte de los consumidores durante su
almacenamiento.

1.3.3. Desarrollo de bebidas probidticas y simbidticas empleando US

El ultrasonido se ha usado como método de pretratamiento para obtener bebidas como sustrato de
microorganismos probidticos con un alto valor nutricional, un alto contenido de compuestos
bioactivos y nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo del cultivo probiético. En este
sentido, Fonteles et al. (2013) estudiaron la cinética de fermentacion de L. casei B-442 en un jugo
de meldn cantaloupe sonicado (19 kHz, 376 W cm—2 por 10 min) y evaluaron la viabilidad y varios
parametros de calidad de la bebida fermentada (8h a 31 °C y pH 6.16) durante su almacenamiento
(4°C) por 42 dias. En este estudio se encontr6 que L. casei B-442 fue capaz de fermentar la bebida
de meldén con una buena velocidad de crecimiento y viabilidad, usando Unicamente los azlcares y
nutrientes naturales presentes en la bebida sin ser necesario la adiciéon de éstos, por lo que el
tratamiento de ultrasonido no afectd la calidad nutricional de la bebida, si no que mejor6
significativamente el crecimiento y el conteo de células viables en comparacion con la bebida sin
tratamiento con ultrasonido. También, se observé un aumento de la acidez de la bebida y una ligera
reduccién en el nimero de células viables durante el almacenamiento, pero se alcanzaron los niveles
recomendados de consumo de probidticos al final de su almacenamiento.

Ademas, Costa et al. (2013) evaluaron el uso de una bebida de pifia tratada con ultrasonido (19 kHz,
376 W cm—2 por 10 min) como sustrato para la produccion de una bebida probiotica con L. casei
NRRL B442. En este estudio se encontrd que la bebida de pifia sonicada es un sustrato adecuado
para el desarrollo de una bebida probidtica fermentada con L. casei NRRL B442, donde luego de 42
dias de almacenamiento (4°C) la viabilidad del microorganismo fue de 6,03 log UFC/mL en la
bebida sin adicion de azucar y 4,77 log UFC/mL con adicién de azUcar, la mayor disminucion en la
viabilidad de la bebida con adicion de azUcar se atribuye a una mayor fermentacion y produccion de
acido lactico. También se observd un descenso en el pH durante el almacenamiento de la bebida
debido a la produccion de &cido lactico, pero se obtuvo una buena aceptacion de la bebida y el uso
de un pretratamiento con ultrasonido permitié prevenir el pardeamiento de la bebida de pifia.

Por su parte, Vivek et al. (2019) emplearon el ultrasonido (20 kHz, 250 W y amplitud de 80% porl5
min con pulsos de 3 s) en la reduccién de carga microbioldgica de jugo de Sohiong (fruto de la india
rico en vitaminas, minerales, polifenoles y antocianinas) y luego fermentaron el jugo con L.
plantarum MCC 2974. En este estudio se encontr que, durante la fermentacién, el nimero de
microorganismos probidticos viables alcanzé valores de hasta 10 log UFC/ml y, ademas, que el
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contenido de compuestos fendlicos totales, antocianinas y la capacidad de captacion de radicales
DPPH aumenté al emplear como pretratamiento el ultrasonido. Asi pues, la bebida desarrollada por
estos investigadores mantuvo una poblacién probidtica superior a 6 log UFC/ml, incluso después de
cuatro semanas de almacenamiento a 4°C. De estos estudios se concluye que el tratamiento con
ultrasonido mejora la fermentacion a pesar de notarse una acidificacion y una pequefia disminucion
en el nimero de células viables de microorganismos probidticos, pues se alcanza la cantidad
recomendada para proporcionar beneficios a la salud (>6 log UFCml—1) al final de su
almacenamiento. Adicionalmente, estas bebidas conservan su color caracteristico, presentan una
buena aceptacion por parte de los consumidores y conservan un alto contenido de compuestos
bioactivos.

Seyed Ahmadi et al. (2020) desarrollaron una bebida simbidtica de zanahoria con 2% de inulina
como compuesto prebidtico y L. casei y L. plantarum como cultivos probi6ticos comparando un
tratamiento térmico (90° C por 4 min) con un tratamiento con ultrasonido (37 kHz por 10 min a
60°C) como métodos de conservacion. Se observé que al final de 45 dias el conteo de bacterias
probidticas fue mayor en la bebida tratada con ultrasonido que en la tratada con pasteurizacion (12,89
log UFC/ml vs 10,86 log UFC/mL). Sin embargo, las propiedades fisicoquimicas evaluadas
presentaron comportamientos similares con pequefias diferencias significativas estadisticamente; en
este sentido, en ambos tratamientos se observoé una ligera disminucion del pH y los sélidos solubles
durante el tiempo de almacenamiento, asi como un aumento en la acidez titulable y una disminucién
de la viscosidad en su almacenamiento. De esta forma y considerando los efectos de degradacion
provocados por el tratamiento térmico, la bebida simbiética de zanahoria desarrollada en este estudio
empleando ultrasonido con una mejor supervivencia de los microorganismos probioticos,
propiedades fisicoquimicas aceptables y un puntaje alto en sus propiedades organolépticas es
sugerida como un producto funcional.

1.4. Conclusiones

Los estudios realizados para el entendimiento de los efectos de las antocianinas en la microbiota
intestinal alin son escasos Y, debido a las diversas técnicas empleadas en el estudio de la microbiota,
las diferentes fuentes de antocianinas, los posibles efectos sinérgicos entre los componentes de las
matrices alimenticias y el disefio del estudio, es dificil comparar estos estudios para llegar a una
conclusion certera frente a este aspecto; sin embargo, es de comun acuerdo que los compuestos
fendlicos, en especial las antocianinas, tienen la habilidad de modular la microbiota intestinal,
especialmente en la estimulacion del crecimiento de las especies Bifidobacterium, Lactobacillus y
Enterococcus y la inhibicidn del crecimiento de microorganismos patégenos como C. histolyticum,
E. coli, S. typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus. Adicionalmente, la metabolizacion de las
antocianinas por parte de la microbiota intestinal mejora su biodisponibilidad y los metabolitos
generados pueden llegar a mejorar los beneficios a la salud proporcionados por las antocianinas
como un aumento en su efecto antioxidante y antimicrobiano, por lo que pueden llegar a intervenir
aun mas en la prevencion de enfermedades y desordenes crénicos.



32  Desarrollo de una bebida natural con potencial simbidtico empleando frutos ricos en antocianinas

Por otro lado, existe evidencia suficiente sobre la factibilidad de desarrollar bebidas de frutas ricas
en antocianinas con la inclusion de microorganismos probi6ticos en las dosis recomendadas que se
espera brinden beneficios para la salud del consumidor. Las limitaciones mas significativas para
desarrollar este tipo de bebidas son la alta acidez de las frutas ricas en antocianinas y su alto
contenido en compuestos fendlicos. Sin embargo, estas limitaciones pueden superarse con una
seleccion adecuada de la cepa probidtica y el uso de estrategias posteriores para mejorar su
adaptacion al medio. La modulacion del pH mediante la adicion de frutas menos acidas a las bebidas
podria ser otro enfoque prometedor. La promocion de procesos fermentativos mediados por los
cultivos probioticos, en periodos de alrededor de 24 horas, ha demostrado aumentar su viabilidad en
las bebidas, al mismo tiempo que mejora la seguridad y el perfil sensorial, y potencialmente aumenta
la capacidad antioxidante del producto final. Por su parte, la inoculacion de probi6ticos sin induccion
a la fermentacion permite obtener un producto con cambios méas leves en cuanto a atributos de
calidad fisicoquimicos y sensoriales.

En cuanto a la capacidad del ultrasonido de eliminar microorganismos patgenos, se observa que se
logra una mayor reduccion de carga microbiana empleando equipos de ultrasonido con sonda en
lugar de bafios ultrasénicos y que amplitudes, potencias o intensidades mayores, asi como mayores
tiempos y temperaturas de exposicion, son mas eficientes en la destruccion de microorganismos,
pero pueden provocar mayores cambios fisicoquimicos y sensoriales, asi como una mayor pérdida
de compuestos bioactivos. También, se ha observado una menor reduccién de levaduras y moho bajo
tratamiento ultrasénico en comparacion con bacterias aerobias, lo que sugiere una mayor resistencia
de levaduras y mohos a la sonicacion. Con esto, la sonicacion es efectiva para reducir la carga
microbiana en bebidas, pero no es suficiente para obtener una inactivacién completa del crecimiento
microbiano por si solo, por lo que es recomendable combinarlo con un tratamiento térmico medio,
de aproximadamente 60°C por 15 min. Finalmente, el uso de tratamientos con ultrasonido antes de
la inoculacion de probi6ticos en bebidas de frutas, como una operacién alternativa a tratamientos
térmicos convencionales, es un campo floreciente de investigacion que podria garantizar la calidad
microbioldgica sin afectar significativamente las propiedades fisicoquimicas del producto final,
ademas de mejorar el proceso fermentativo de los cultivos probiéticos.



Capitulo 2. Desarrollo de una bebida con
antocianinas e inclusion de prebioticos y
probioticos

2.1. Introduccién

El término alimento funcional se refiere a cualquier tipo de alimento que demuestre tener un efecto
benéfico sobre la salud y el bienestar humano, méas alla de contribuir a los requerimientos
nutricionales diarios de un individuo (Ashaolu, 2020). El creciente interés de los consumidores por
la salud y el bienestar propio, favorecido como consecuencia de la reciente pandemia por Covid-19,
ha impulsado el mercado de alimentos y bebidas funcionales, con un crecimiento esperado desde
$21,4 mil millones en 2022 a $324,4 mil millones para 2027 con una tasa de crecimiento anual de
8,4% para el periodo de 2022-2027 (BCC Research, 2022).

Algunas bebidas de frutas pueden considerarse como funcionales debido, principalmente, a que
contienen compuestos antioxidantes como carotenoides, compuestos fendlicos y flavonoides que,
ademas de incrementar la vida util del producto final, satisfacen la demanda en el mercado de
productos capaces de promover el bienestar humano y prevenir el desarrollo de enfermedades
cronicas (Ramirez-Sucre et al., 2019). De estos compuestos bioactivos, las antocianinas han sido
ampliamente estudiadas por su habilidad de prevenir enfermedades asociadas al estrés oxidativo
como lo son las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas e inflamatorias (Tian et al.,
2019).

Otro tipo de alimentos y bebidas funcionales que han tomado impulso en el mercado son los
probidticos, los prebidticosy, su uso en conjunto, los simbi6ticos. Los beneficios a la salud aportados
por estos productos son el manejo y la prevencion de enfermedades y/o condiciones como la diarrea,
enfermedad inflamatoria intestinal, intolerancia a la lactosa, alergias, cancer, infecciones en el tracto
respiratorio, constipacion, infecciones en el tracto urinario y colesterol alto en sangre, ademas de
modular la salud intestinal y el sistema inmune (Min et al., 2019).

Los productos simbiéticos pueden ser de dos tipos: 1) complementarios los cuales son una mezcla
de probidticos y prebidticos que actGan sobre los microorganismos autdctonos del huésped sin
necesariamente interactuar entre ellos; y 2) sinérgicos en los que el sustrato prebidtico es
selectivamente utilizado por el microorganismo probiotico coadministrado (Swanson et al., 2020).
Asi, los simbidticos sinérgicos representan una ventaja a la hora de desarrollar productos con
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inclusién de probidticos pues su adicion simultanea con prebidticos puede mejorar su viabilidad
durante la fermentacién y el almacenamiento de este tipo de productos, garantizando la dosis minima
recomendada de probidticos para conferir beneficios a la salud (6 log UFC/mL) (Min et al., 2019;
Ospina-Corral et al., 2019).

Por otro lado, este tipo de bebidas debe ser sometida a procesos de conservacion para evitar el
deterioro, la pérdida de calidad y valor nutricional del producto, permitiendo un almacenamiento
prolongado (Bhadekar & Bhola, 2019). Los tratamientos térmicos tradicionales como la
pasteurizacion y la esterilizacién son los mas empleados en la conservacion de bebidas funcionales
debido a su capacidad de eliminar microorganismos e inactivar enzimas (Morales-de la Pefia et al.,
2016). Sin embargo, las altas temperaturas alcanzadas en estos tratamientos tradicionales pueden
generar cambios quimicos y fisicos que afectan las propiedades sensoriales, nutricionales y
bioactivas del producto final (Morales-de la Pefia et al., 2016). En consecuencia, las desventajas
presentadas por los tratamientos térmicos han impulsado la bldsgqueda de nuevos tratamientos y
tecnologias de conservacion que permitan obtener productos de calidad, con caracteristicas frescas
y sin pérdidas del contenido nutricional y bioactivo.

El ultrasonido se ha evaluado ampliamente como método de inactivacion microbiana en matrices
liquidas como solucidn salina (Wordon et al., 2012), leches (D’ Amico et al., 2006), jugo de guayaba
(Cheng et al., 2007), jugo de naranja (Valero et al., 2007), jugo de tomate (Wu et al., 2008) y diversos
jugos y néctares (Rezek Jambrak et al., 2018). El ultrasonido se refiere a la aplicacion de ondas
sonoras por debajo del rango de frecuencia auditiva (>20 kHz) que cuando se transmite a través de
un medio liquido produce cavitacion acustica (Ojha et al., 2017). Al regular la intensidad, el tiempo
del tratamiento, el ciclo del pulso, la temperatura y la presion el fenémeno de cavitacion puede llegar
a inactivar microorganismos sin afectar en mayor medida los atributos de calidad y funcionalidad
del producto final (Morales-de la Pefia et al., 2016).

El objetivo de esta parte del trabajo fue determinar las condiciones de bioproceso para la obtencion
de una bebida de frutas con potencial simbi6tico con inclusion de probiéticos, antocianinas y fibra
prebidtica, con la cual se pueda obtener la dosis minima recomendada de probiéticos en la bebida
final. Como estrategias para lograr una bebida con presencia de antocianinas y mejorar la potencial
viabilidad de los cultivos probidticos se exploraron: el uso de frutos rojos disponibles en el mercado
nacional en combinacién con una fruta de menor acidez, la seleccion de una combinacion de
prebidtico y probidtico a partir de un estudio de su interaccion (indice prebidtico y actividad
prebidtica) de varias fibras prebioticas con dos cepas de microorganismos probidticos comerciales y
la adaptacion de la cepa probidtica en la bebida formulada usando un medio estandar de cultivo con
la adicion de un porcentaje de bebida formulada. En la seleccion de la fibra prebidtica se tuvo
también en cuenta el efecto de su concentracion en propiedades fisicoquimicas en la bebida y en el
crecimiento del cultivo probidtico. Adicionalmente, se evaluaron tratamientos de conservacion
convencionales y alternativos en la produccion de la bebida de frutas con adicién de fibra con
potencial prebidtico, previo a la inoculacion de microorganismos probi6ticos, para seleccionar un
tratamiento que permitiese obtener una apropiada calidad microbiol6gica y una menor pérdida de
antocianinas en el producto final.
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2.2. Metodologia

2.2.1. Materiales y reactivos

Material vegetal

Para la formulacién de la bebida base se seleccionaron frutos de mora (Rubus glaucus) y fresa
(Fragaria sp.), especies fruticolas cultivadas comercialmente en Colombia, por su alto contenido en
antocianinas y su perfil sensorial adecuado para la fabricacion de bebidas de frutas, y adicionalmente
se incluyé sandia (Citrullus lanatus), melén (Cucumis melo), mango (Mangifera indica), guayaba
(Psidium guajava) y banano (Musa sp.) como frutas de menor acidez, como estrategia para aumentar
el pH del sustrato y mejorar la potencial viabilidad de microorganismos probiéticos. Se adquirieron
los frutos, sin signos de deterioro mecanico o microbioldgico, en estado de madurez comercial,
directamente de proveedores en un mercado local de la ciudad de Bogota.

Quimicos y reactivos

El hidréxido de sodio y el acido férmico grado analitico fueron adquiridos de Panreac (Barcelona,
Espafia). El acetonitrilo y metanol grado HPLC vy el estdndar de ciadinin-3-O-glucésido fueron
adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). Para la separacion cromatografica se empleé agua
destilada purificada usando un equipo de intercambio idnico y microfiltracién Milli-Q (Millipore,
Molsheim, France). La goma xanthan, usada como estabilizante, fue adquirida de Cimpa (Bogota,
Colombia). Los reactivos analiticos y aditivos fueron empleados sin protocolos de purificacion
adicionales.

Prebidticos

Se evaluaron tres fibras prebidticas comerciales, a saber, Orafti® GR (> 90 g/100g de inulina),
Orafti® ST-Gel (> 90 ¢/100g de inulina de achicoria) y Orafti® P95 (> 93,2 g/100g de
fructooligosacéridos (FOS)) (BENEO, Mannheim, Germany), ver anexo 3. Adicionalmente, se
evalud un ingrediente con presencia de fibra con potencial prebiético la cual fue una harina de avena
adquirida en un mercado local.

Microorganismos probioticos

Se evaluaron dos cultivos con potencial probidtico de la linea comercial DANISCO-HOWARU®:
Rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus) y el conglomerado VEGE 092 (Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus acidophilllus y Lactobacillus paracasei), ver anexo 2. Los cultivos probidticos se
obtuvieron de la coleccion del laboratorio de Microbiologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA).
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Para la obtencion de una bebida de frutas con potencial simbiético con inclusion de probidticos,
antocianinas y fibra prebidtica se siguieron 5 pasos como se muestra en la Figura 2-1:

Figura 2-1: Pasos para el desarrollo de la bebida con potencial simbi6tico con antocianinas.
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2.2.2. Formulacion de una bebida base

Se realizaron mezclas de frutas con un contenido de pulpa total entre 30 y 40% empleando pulpa de
mora, fresa y una fruta de menor acidez como sandia, mel6n, banano, mango o guayaba buscando
una bebida con un valor de pH entre 3,7 y 4,0. Para obtener las mezclas se pesaron las pulpas, se
completo en peso con agua potable y se homogeniz6 con licuadora.

Para la obtencién de pulpa de mora y fresa, se lavaron los frutos con agua potable y se eliminaron
las hojas de manera manual. En una marmita, se escaldaron las moras o las fresas con 10% p/p de
agua a 85°C por 3 min. Se hizo un choque térmico y se pasaron por una despulpadora. Para la
obtencién de la pulpa de banano, se lavaron con agua potable los bananos, se dejaron secar ayudando
con toallas de papel y se dejaron en congelacion durante la noche. Al dia siguiente, se removio la
cascara de los bananos congelados con un cuchillo y se obtuvo la pulpa en un procesador de
alimentos. Para las pulpas de sandia, melén, mango y guayaba, se lavaron los frutos con agua potable,
se removio la cascara y las semillas y se obtuvieron las pulpas en un procesador de alimentos. Las
pulpas obtenidas se almacenaron en bolsas herméticas resellables (Ziploc) a -15 + 2°C.

2.2.3. Adicion de prebidticos y evaluacion de cambios fisicoquimicos en la
bebida

Para evaluar los cambios fisicoguimicos generados por la adicion de cada uno de los compuestos
prebidticos se trabajaron 5 niveles de concentracion, a saber: 0 g/L (control), 2,5 g/L, 5 g/L, 10 g/L
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y 15 g/L. De esta forma se tomaron 200 mL de bebida base, se adicioné la cantidad correspondiente
de compuesto prebidtico y se homogenizé en licuadora.

A cada una de las bebidas prebidticas y bebidas control se les determind, por duplicado, el pH usando
un potenciémetro Mettler Toledo SevenCompact, los sélidos solubles totales (S.S.T) usando un
refractometro, el cambio de color (AE) empleando un colorimetro Minolta CR-400 y la viscosidad
usando un HAAKE Viscotester 550. La viscosidad aparente se reporta como la pendiente de la
gréafica del esfuerzo vs el gradiente de velocidad usando un sensor de viscosidad media (MV) y un
gradiente de velocidad de 0 a 1000 1/s en 10 min a 20°C. Los valores de las variables fisicoquimicas
(pH, viscosidad, S.S.T) se expresan como cambios relativos al control (bebida con 0 g/L de
compuesto prebiédtico) segln la Ecuacion 2-1.

Valor del parametro en muestra con prebidtico .
L P Ecuacion 2-1

Cambio relativo = -
Valor del parametro en muestra control

2.2.4. Seleccion de la mejor combinacidn de probiotico y prebiotico

Con el fin de seleccionar el prebidtico adecuado para el crecimiento de los cultivos probi6ticos, se
determiné el indice y la actividad prebidticos in vitro de los cuatro ingredientes con potencial
prebidtico en estudio de acuerdo con la metodologia propuesta por Figueroa-Gonzaélez et al. (2019).
Se evaluo el crecimiento de los probidticos en un medio de cultivo constituido por 10 g/L de lactosa
(Sharlau®), como control, o uno de los cuatro ingredientes con potencial prebi6tico en estudio, 3g/L
de extracto de levadura (Ox0id®) y 5 g/L de peptona de caseina (Oxoid®). Se inoculd el 2% de la
cepas probidtica, previamente activada en caldo MRS, en los distintos medios y se incubé por 24
horas a 37°C. Se determin6 el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) a través de
recuentos en placa por profundidad en agar MRS (Ox0id®) a la hora 0y a las 24 horas por duplicado
incubando las placas por 48 horas en condiciones de microaerobiosis a 37°C. Para determinar el

indice prebidtico se emple6 la Ecuacion 2-2.
(LogP24) prepistico
(LogP24) gctosa

Indice prebidtico = Ecuacion 2-2
Para determinar la actividad prebidtica se siguié el mismo procedimiento que en el indice prebiotico,
pero con un co-cultivo con E. coli ATCC 25992, es decir, se inoculd el 2% de la cepa probiética
junto con 2% de E. coli. Se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
conteo en placa por siembra en profundidad en agar MRS (Oxoid®) para los probidticos y en agar
MacConkey (Oxoid®) para E coli. a la hora 0 y a las 24 horas de incubacion a 37°C por duplicado.

2.2.5. Adaptacion del probiotico y seleccion de la concentracién de
prebiodtico 6ptima en la bebida

Como estrategia para mejorar la viabilidad del cultivo probidtico en la bebida, se realiz6 su
adaptacion en un medio constituido de caldo MRS (Oxoid®) y la bebida base y se incubé a 37°C
durante la noche. Para seleccionar la concentracion del compuesto prebidtico elegido que mejor
estimule el crecimiento del cultivo probidtico en la bebida se realizé la inoculacion del 1-2% del
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indculo obtenido del medio de adaptacion en 200 mL de la bebida base con 0 g/L, 5 g/L, 10 g/L y
15 g/L del compuesto prebidtico seleccionado. Cada bebida se esteriliz6 a 120°C, 15 psi por 15 min
antes de ser inoculada con el fin de evitar interferencia de otra poblacion microbiana presente en la
matriz vegetal. Se determin6 el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por conteo en
placa por siembra en profundidad, por duplicado, en agar MRS (Oxoid®) a la hora 0 y a las 24 horas
de incubacion a 37°C.

2.2.6. Seleccion del pretratamiento de conservacion de la bebida con
potencial simbidtico

Con el fin de seleccionar el pretratamiento de conservacion que afecta en menor proporcion el
contenido y perfil de antocianinas de la bebida y que permite cumplir con los lineamientos de la
Resolucion 3929 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social sobre calidad microbiolégica
de refresco de frutas, se evaluaron dos tratamientos convencionales (pasteurizacion y esterilizacion)
y uno alternativo (ultrasonido). Se prepard un lote de bebida de acuerdo con la formulacién
seleccionada, con la inclusion de la fibra prebidtica, y la bebida se separ6, garantizando la mayor
homogeneidad posible, en 6 sub-lotes de 700 mL para evaluar los siguientes tratamientos (Tabla
2-1):

Tabla 2-1: Tratamientos de conservacion evaluados

Tratamiento Descripcién
us60 Ultrasonido a 60% amplitud x 15 min, <40°C
us80 Ultrasonido a 80% amplitud x 15 min, <40°C
uUSs100 Ultrasonido a 100% amplitud x 15 min, <40°C
Pasteurizacion 85°C x 5 min
Esterilizacion 120°C, 15 psi x 15 min
Control Bebida sin tratamiento

Como control positivo se usé un sub-lote de bebida tratado con un tratamiento convencional de
pasteurizacion a 85°C por 5 minutos y otro tratado por esterilizacion a 120°C y 15 psi por 15 minutos.
Como control negativo se us6 un sub-lote de bebida sin ningun tipo de tratamiento.

Otros tres sub-lotes se trataron por medio de ultrasonido en bache (empleando el equipo Ultrasonic
Liquid Processor de la marca Fisher Scientific, modelo 705 Sonic Dismembrator) a frecuencia
constante de 20 kHz y amplitudes variables de 60%, 80% y 100% (35 um) durante 15 min a una
temperatura inferior a 40°C, empleando una sonda de 25 mm que fue sumergida 40 mm en cada sub-
lote a tratar. La sonda se limpi6 con etanol al 70% luego de cada tratamiento para evitar una posible
contaminacion.

Una parte de las bebidas tratadas se almacend en refrigeracion en botellas previamente esterilizadas
por maximo 24 horas para su analisis fisicoquimico y perfil de antocianinas. La otra parte de las
bebidas se almacend en refrigeracion en botellas previamente esterilizadas por maximo 24 h para ser
inoculada con 1-2% del cultivo probidtico, previamente adaptado, en 200 mL de volumen efectivo
de bebida, para ser incubadas por 24 horas a 37°C y almacenadas nuevamente en refrigeracion
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durante 7 dias para su anélisis de calidad microbiolégica. El tratamiento control no se inoculd con
cultivo probidtico, pero se mantuvo en las mismas condiciones de las demas bebidas, que incluyen
la incubacidn y posterior refrigeracion.

Comparacién del efecto de los tratamientos de conservacion sobre la inocuidad
microbioldgica de la bebida formulada.

Se realizaron los siguientes ensayos microbioldgicos, segun la resolucion 3929 del 2013 (refrescos)
y NTC 3549, a cada uno de los 5 sub-lotes de bebidas tratadas y fermentadas y al sub-lote sin
tratamiento ni fermentacion, pero almacenada en las mismas condiciones como control:

Coliformes totales segun el método NMP INVIMA N. 13. Se prepararon las diluciones
adecuadas de la bebida en tubos con solucion salina estéril y se pipetearon 1 mL de cada una
de las diluciones en tubos con caldo lactosado bilis verde brillante (Ox0id®) al 2%,
utilizando tres tubos por cada dilucion, se agitaron los tubos y se incubaron a 37°C por 48
horas. Luego de 48 h se anotaron los tubos que mostraron produccion de gas y se hizo una
prueba de confirmacion. Con la prueba de confirmacién se determiné si los organismos
identificados pertenecian al grupo de coliformes. Asi, se realiz6 un sembrado por estria de
cada uno de los tubos con produccion de gas en la superficie de una placa de agar eosina
azul de metileno (EMB) (Ox0id®) y se incubd a 35-37°C por 24 horas. Pasado este tiempo
se hizo la lectura de las colonias tipicas de coliformes y se anot6 el nimero de tubos
confirmados como positivos para organismos coliformes en cada dilucién y se obtuvo el
NMP.

Coliformes fecales segln el método NMP INVIMA N. 14, empleando la prueba de Mac-
kenzie. A partir de los tubos positivos con la produccion de gas de la prueba presuntiva del
NMP de coliformes se transfirieron de cada tubo una asada de cultivo en: a) caldo lactosado
bilis verde brillante al 2% contenido en un tubo de fermentacién de Durham y b) caldo
triptéfano. Se mezclaron suavemente los tubos y se incubaron a 44,5°C por 48 h. Se buscé
la produccion de gas en el caldo lactosado bilis verde brillante (Oxoid®) al 2% y la presencia
de un anillo rojo cereza en la superficie de los tubos de caldo triptéfano al adicionar 0,2 mL
del reactivo de Kovac indicando la presencia de indol. Se consideraron como coliformes de
origen fecal los que demostraron positividad en ambas pruebas: gas e indol positivos. Los
resultados se expresaron como NMP de coliformes fecales/mL

Recuento de mohos y levaduras segun el método de recuento en placa INVIMA N. 7. Se
prepararon las diluciones adecuadas de la bebida en tubos con solucidn salina estéril y se
adicion6 1 mL de cada una de las diluciones consecutivas en cajas de Petri y se adicionaron
15 mL de agar oxitetraciclina glucosa extracto de levadura (OGY) (Ox0id®) y se incubé a
22°C por 5-7 dias. Luego de este tiempo se hizo el conteo en placa y se reportaron las
unidades formadoras de colonias/mL de bebidas (UFC/mL) teniendo en cuenta las
diluciones evaluadas.
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Cambios fisicoquimicos en la bebida por los tratamientos de conservacion

A cada una de las bebidas tratadas se les determind, por triplicado, el pH, los S.S.T, el cambio de
color (AE) y la viscosidad como se indico en la seccion 2.2.3.

Comparacion del efecto de los tratamientos de conservacion sobre el contenido y perfil
de antocianinas de la bebida formulada

3-5 g de cada una de las bebidas se extrajo con 3 mL de metanol con 1% de acido férmico durante
15 min en un bafio de ultrasonido, centrifugando por 20 min a 1000 rpm (6000xg) tres veces
recuperando y combinando los sobrenadantes cada vez y llevando a 10 mL con el mismo solvente
de extraccion. Las antocianinas de dichos extractos se analizaron por métodos cromatogréaficos.

Se empled un cromatografo HPLC Jasco con detector UV/Vis y una columna C12 RP con
dimensiones estandar (Synergi Max-RP 250 x 4,6 mm y 4 um), empleando dos solventes como
sistema de fase mavil: Fase A, Acetonitrilo - Acido férmico - Agua 3:10:87, y Fase B, Acetonitrilo
- Acido férmico - Agua 40:10:50. Se emple6 un gradiente lineal de fases méviles empezando con
94% de A hasta 80% de A en 10 minutos, luego a 40% de A en 30 min y por ultimo a 94% de A en
5 min usando un flujo de 0,8 mL/min a 30°C. Previo a la inyeccion, todas las muestras se filtraron a
través de un filtro de jeringa PTFE con el prop6sito de remover las particulas en la bebida que puedan
afectar la columna cromatografica. Se realizaron inyecciones de 20 pL por duplicado y se usé una
longitud de onda de 510 nm para detectar las antocianinas. Se cuantificaron las antocianinas como
mg de equivalentes de cianidin-3-O-glucésido por 100g de bebida (mg C3G/100g) comparando cada
pico de cada uno de los cromatogramas con una curva de calibracion de estandar externo de cianidin-
3-0-glucésido en un rango de 0,1 mgC3G/kg a 10 mgC3G/kg (r*=0,9988) y sumando el resultado
de cada extracto.

Para la identificacion de las antocianinas, se liofiliz6 una porcién de las bebidas tratadas y se
enviaron al Departamento de Alimentos, Nutricion y Ciencias Ambientales de la Universidad de
Milan. Quienes emplearon un UHPLC modelo Vanquish (Thermo Scientific) equipado con un
detector de arreglo de diodos (Thermo) y un espectrémetro de masas por transformada de Fourier de
alta resolucion Orbitrap modelo Exactive (Thermo Scientific, Rodano, 1), con una sonda HESI-II
para el ESI y la celda de colisién (HCD). Las condiciones de operacion fueron las siguientes: spray
voltage +4.0 kV, velocidad de flujo de gas envolvente de 45 (unidades arbitrarias), velocidad de flujo
de gas auxiliar de 10 (unidades arbitrarias), temperatura del capilar de 275 °C, voltaje del capilar de
+60 V, del lente del tubo de +100 V, del skimmer de +26 V, y una temperatura en el calentador de
130 °C. La adquisicion de datos se hizo en modo full-scan en el rango (m/z)* de 100-1000 u. El
procesamiento de datos del MS si hizo empleando el software Xcalibur (Thermo Scientific),
identificando los picos mediante la masa y los fragmentos obtenidos en la celda de colision. La
separacion se realiz6 empleando una columna Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 2,6 um, Phenomenex)
a 45 °Cy aflujo de 1,2 mL/min. Como eluyentes se us6 (A) 0.1% TFA 'y (B) 0.1% TFA en CH3CN,
usando un gradiente lineal de 0-45 min de 5 a 20% B.
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2.2.7. Analisis estadistico

Como andlisis estadistico se hizo un analisis de varianza y prueba de Tukey con el 95% de confianza
en el software libre R para determinar diferencias significativas en las propiedades fisicoguimicas y
el contenido de antocianinas de las bebidas.

Como analisis estadistico del indice prebiotico, al no cumplir con la homocedasticidad, se hizo una
prueba de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas entre los diferentes compuestos
prebidticos por cada cultivo probi6tico con un 95% de confianza en el software libre R.

Para determinar el crecimiento de los microorganismos, se evaluaron las diferencias significativas
entre la hora 0 y 24 de incubacion con una prueba T-Student con un nivel de confianza del 95%, en
el software libre R.

2.3. Resultados y discusiones

2.3.1. Formulacion de la bebida base

Puesto que especies del género Lactobacillus y Pediococcus, como los probidticos en estudio,
generalmente sobreviven en medios de cultivo con pH entre 3,7 y 4,3 (Perricone et al., 2015;
Raccach, 2014), se busc6 formular una bebida base con un pH en dicho rango. En la Tabla 2-2 se
muestran diferentes formulaciones preliminares de bebidas de mora, fresa y una fruta de menor
acidez para comparar el efecto de la inclusién y la proporcion de estas frutas de menor acidez sobre
el pH de la bebida.

Tabla 2-2: Formulaciones preliminares para obtener una bebida base.

Férmula Fruta Porcentaje pH

Mora 10%

F1 Fresa 10% 3,36 £ 0,02
Sandia 10%
Mora 10%

F2 Fresa 10% 3,47 £ 0,03
Sandia 20%
Mora 11%

F3 Fresa 9% 3,19 £ 0,02
Melén 10%
Mora 10%

F4 Fresa 10% 3,54+ 0,03
Melén 20%
Mora 10%

F5 Fresa 10% 3,35+0,01

Guayaba 10%
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Férmula Fruta Porcentaje pH

Mora 10%

F6 Fresa 10% 3,48 £ 0,03
Guayaba 20%
Mora 10%

F7 Fresa 10% 3,30 £ 0,04
Mango 10%
Mora 10%

F8 Fresa 10% 3,46 £ 0,01
Mango 20%
Mora 10%

F9 Fresa 10% 3,44 £0,01
Banano 10%
Mora 10%

F10 Fresa 10% 3,74£0,01
Banano 20%

Se encontro que, de las frutas de menor acidez usadas, el banano fue la fruta que méas aumentaba el
pH de la bebida (F10). Con el fin de aumentar mas el pH se decidid disminuir el porcentaje de mora
y fresa, pero conservando la relacion méasica de la suma de estas dos frutas con el banano, es decir
1:1, por lo que se defini6 la composicién de la bebida base como 7% de pulpa de mora, 8% de pulpa
de fresa 'y 15% de pulpa de banano con lo que se obtuvo un pH de 3,92 + 0,01. Se adicion6 un 0,05%
de goma xanthan para darle estabilidad a la bebida y evitar la precipitacion de los sélidos en
suspension.

2.3.2. Adicion de prebidticos y evaluacion de cambios fisicoquimicos en la
bebida

Una vez establecida la composicion de la bebida base se evalué el impacto que tiene la adicion de
compuestos prebidticos y la cantidad adicionada sobre las propiedades fisicoquimicas de la bebida,
buscando un cambio minimo para no afectar la aceptabilidad del producto final. Asi, se realizaron
ensayos en los cuales se incluyeron las fibras en proporciones de 0 g/L a 15 g/L, cuantificando el
pH, los S.S.T. y la viscosidad como el valor de cada parametro fisicoquimico después de la adicion
de la fibra sobre el valor de dicho pardmetro en la bebida base (antes de la adicién de la fibra). En
la Gréfica 2-1 se presenta el cambio del pH relativo al pH de la bebida base (pH después de
adicion/pH antes de adicion). Se observé un ligero aumento del pH respecto al control al adicionar
harina de avena, aunque estadisticamente las diferencias no fueron significativas, salvo cuando se
adicion6 una concentracion de 15¢/L de harina de avena (de 3,78 + 0,01 a 3,88 + 0,01). Para los
demas prebidticos, el pH de la bebida fue practicamente constante al aumentar la concentracién de
compuesto prebiotico en la bebida, con valores entre 3,74y 3,76.
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Gréfica 2-1: Cambio de pH relativo al pH de la bebida control al adicionar las fibras prebidticas en
diferentes concentraciones.
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Letras diferentes representan diferencia significativa entre las concentraciones de prebidtico. Se realizaron
comparaciones entre concentraciones de cada fibra, indicadas por los subindices en las letras.

Por su parte, los solidos solubles totales de la bebida aumentaron al aumentar la concentracion del
compuesto prebidtico en el caso de los prebidticos comerciales Orafti P95, Orafti ST Gel y Orafti
GR, con diferencias estadisticamente significativas (Grafica 2-2), presentando valores entre 4,4 +
0,1y 6,0+ 0,1 °Brix. En el caso de la harina de avena no se observaron diferencias significativas en
los s6lidos solubles totales en la bebida, debido posiblemente a la gran diversidad de compuestos
presentes en la harina de avena con diversa solubilidad en agua como lo son minerales, vitaminas,
aceites, proteinas, carbohidratos simples, almidones y fibra dietaria (Liu, 2014). Una mayor cantidad
de solidos solubles totales proporcionado por los prebiéticos comerciales es favorable para el
crecimiento de microorganismos probidticos pues representa una fuente de alimento de facil acceso
0 una mayor disposicion de carbohidratos como fuente de carbono para estos microorganismos, lo
que ayuda a mejorar las condiciones de la matriz como sustrato para los cultivos probidticos a usar
maés adelante.
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Gréfica 2-2: Cambio de S.S.T. relativo a la bebida control al adicionar las fibras prebidticas en
diferentes concentraciones.
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Letras diferentes representan diferencia significativa entre las concentraciones de prebidtico. Se realizaron
comparaciones entre concentraciones de cada fibra, indicadas por los subindices en las letras.

En cuanto al cambio en la viscosidad, al adicionar diferentes cantidades de compuestos prebidticos
a la bebida (Gréfica 2-3), se observé que para el caso de los prebidticos comerciales Orafti® P95 y
Orafti® ST Gel la viscosidad fue relativamente invariable sin presentar diferencias significativas
con el aumento de concentracion de prebidtico en la bebida, conservando un valor de viscosidad de
0,0143 + 0,0002 Pa-s. Por su parte, el Orafti® GR si indujo cambios relativamente abruptos en la
viscosidad de la bebida. Este resultado puede deberse a la presentacion de este prebidtico, el cual
viene granulado, lo que pudo causar que la bebida preparada no quedara homogénea. Finalmente,
para la harina de avena se observé un aumento de la viscosidad de la bebida al aumentar la
concentracion de ésta en la bebida con diferencias significativas (de 0,0141 £+ 0,0001 Pa-s para el
control y 0,0150 = 0,0001 Pa-s para la bebida con 15 g/L de harina de avena), debiéndose
posiblemente al alto contenido de almidones en la harina de avena, entre 40 y 80% (Herrera et al.,
2016).
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Letras diferentes representan diferencia significativa entre las concentraciones de prebidtico. Se realizaron
comparaciones entre concentraciones de cada fibra, indicadas por los subindices en las letras.

En la Figura 2-2 se presentan fotografias de las bebidas obtenidas. En cuanto al cambio de color de
la bebida al adicionar diferentes cantidades de compuestos prebioticos (Grafica 2-4), se observé que
para los prebid6ticos comerciales el cambio de color fue minimo e imperceptible al ojo humano segin
Rezek Jambrak, Simunek, & Dijekic (2018), quienes afirman que cambios de colores
correspondientes a valores de AE de 2 pueden ser percibidos Unicamente por observadores
experimentados, valores entre 2 y 3,5 pueden ser percibidos por observadores promedio y valores
superiores a 3,5 son claramente distinguidos. Asi pues, para el caso de la adicion de harina de avena
el cambio de color seria notable por expertos a partir de la adicion de 2,5 g/L y claramente notable
para consumidores no entrenados a partir de la adicion de 5 g/L.
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Figura 2-2: Registro fotografico de las bebidas con adicion de las fibras prebioticas en sus diferentes
concentraciones.
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Grafica 2-4: Efecto de la adicidn de fibras prebi6ticas en diferentes concentraciones sobre las
diferencias de color de la bebida.

12,0
10,0
8,0
Y 60
4,0
2,0 I
0,0 ...l ——.- [ ™1 I ]
Harina de avena 0 P95 O ST Gel OGR
Prebidtico

m25g/L m5¢g/L m10g/L m15g/L

Como la adicién de probiodticos en la bebida causa inevitablemente cambios fisicoquimicos
detectables que pueden afectar la aceptaciéon del producto final, debido al metabolismo de estos
microorganismos (di Cagno et al., 2011; Freitas et al., 2021; Wu et al., 2021), el uso de los
compuestos prebidticos Orafti® P95 y Orafti® ST Gel seria mas favorable para el desarrollo de la
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bebida pues generan un menor cambio en la viscosidad y color de la bebida en las concentraciones
evaluadas al tiempo que permiten aumentar los sélidos solubles totales en la bebida que pueden
favorecer el crecimiento de los microorganismos probioticos.

2.3.3. Seleccion de la mejor combinacidn de probidtico y prebiotico

Los prebidticos deben cumplir tres criterios: 1) tener la habilidad de resistir los procesos digestivos,
es decir, ser resistentes al &cido gastrico, enzimas hidroliticas y la absorcion gastrointestinal; 2) ser
fermentados por microorganismos intestinales; y 3) estimular selectivamente el crecimiento y/o
actividad de bacterias intestinales asociadas con la salud y el bienestar del huésped (Gibson et al.,
2017). La selectividad es primordial en este concepto pues los prebidticos deben estimular
principalmente la proliferacion de microorganismos benéficos y no otro tipo de microorganismos
(Quigley, 2019). Puesto que el potencial prebidtico es cepa-dependiente, Huebner et al. (2008) y
Figueroa-Gonzalez et al. (2019) proponen evaluar la capacidad de un prebidtico para estimular el
crecimiento de una cepa probi6tica y su selectividad mediante la evaluacion del indice y la actividad
prebidtica.

El indice prebidtico refleja la capacidad de un sustrato de mejorar el crecimiento de un
microorganismo probidtico en comparacién con carbohidratos control, generalmente, glucosa o
lactosa por ser los carbohidratos de preferencia por estos microorganismos (Huebner et al., 2008).
Por su parte, la actividad prebi6tica compara el crecimiento de un cultivo probi6tico en presencia del
compuesto prebidtico con el crecimiento de un microorganismo patdégenos como la E. coli en
presencia de dicho compuesto, usando como control la lactosa o la glucosa (Figueroa-Gonzélez et
al., 2019).

Para seleccionar cual de las cuatro fibras prebi6ticas en estudio es adecuada para el crecimiento de
dos cultivos probidticos, se determiné el indice y la actividad prebidtica in vitro de cada uno de los
prebidticos. Un indice prebiotico superior a 1 significa que el carbohidrato evaluado tiene un efecto
positivo en el crecimiento del probidtico y un indice prebi6tico inferior a 1 indica una baja
efectividad del carbohidrato evaluado (Figueroa-Gonzalez et al., 2019). De esta forma y como se
observa en la Gréafica 2-5, se podria afirmar que todos los ingredientes prebidticos evaluados
presentaron un indice prebiotico adecuado y sin diferencias significativas entre ellos, estimulando
en igual medida en comparacidn con la lactosa (carbohidrato control) el crecimiento tanto del cultivo
probidtico axénico (L. rhamnosus) como el conglomerado (VEGE 092).
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Gréfica 2-5: Indice prebidtico de las fibras utilizadas en el estudio sobre dos cultivos probidticos.
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Letras diferentes representan diferencia significativa entre compuestos prebi6ticos para cada cultivo
probidtico, diferenciados con los subindices en las letras. Se uso prueba de Kruskal-Wallis con significancia
de p=0,05.

Por su parte, una alta actividad prebidtica implica un buen crecimiento del cultivo probidtico,
comparable con su crecimiento en presencia de lactosa, y un crecimiento de microorganismos
patdgenos bajo. Para el probiotico axenico (L. rhamnosus), Tabla 2-3, se observé un crecimiento con
diferencia significativa respecto a la hora 0 Unicamente usando el prebiético Orafti® ST Gel. Para
los demas prebioticos, e incluso la lactosa, no se observaron diferencias significativas entre la hora
0y la hora 24 en el conteo de UFC de L. rhamnosus, por lo que estadisticamente la poblacion del
probidtico se mantuvo constante, excepto para Orafti® ST Gel. En cuanto al microorganismos
patdgeno, no se observaron diferencias significativas entre la poblacion de E. colialahoraOy ala
hora 24, por lo que estadisticamente la poblacion de E. coli se mantuvo constante en la presencia de
todos los prebidticos evaluados, incluyendo a la lactosa. Asi pues, para el cultivo probiotico L.
rhamnosus es recomendable el uso de Orafti ST Gel como compuestos prebidtico pues fue la unica
fibra que estimuld su crecimiento de manera significativa a pesar de no presentar un efecto
inhibitorio sobre el patégeno.

Tabla 2-3: Evaluacion de la actividad prebidtica de los compuestos prebi6ticos en estudio frente al
cultivo probiotico L. rhamnosus.

Prebistico Recuento a la hora 0 Recuento a la hora 24
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
L. rhamnosus (indculo de 9,8 + 1,2 log UFC/mL)
Lactosa 8,6 £ 0,4? 8,8 £0,0°
Harina de avena 8,1+£0,12 8,0+ 0,0?
Orafti® P95 8,0+0,12 7,8+0,12
Orafti® ST Gel 7,3%£0,1° 8,0+0,1°

Orafti® GR 7,5+0,0% 7,6+0,2¢
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E. coli (indculo de 9,8 £ 0,1 log UFC/mL)

Lactosa 7,6 £0,42 6,0 £ 0,92
Harina de avena 7,6 +0,1? 8,0£0,3?
Orafti® P95 7,2+ 0,6 7,8 £ 0,42
Orafti® ST Gel 6,5+ 0,0 75+0,1°
Orafti® GR 6,8 + 0,32 7,7+0,1?

Se hacen comparaciones entre filas con una prueba T-Student con significancia de p=0,05

Para el cultivo probidtico conglomerado (VEGE 092), Tabla 2-4, se observo un crecimiento con
diferencia significativa entre las horas 0 y 24 unicamente usando el carbohidrato control (lactosa) y
el prebidtico Orafti P95. Para los demas prebioticos no se observaron diferencias significativas entre
la hora 0 y la hora 24 en el conteo de log UFC/mL de VEGE 092, por lo que estadisticamente la
poblacion del probidtico se mantuvo constante usando los demds prebi6ticos. En cuanto al
microorganismo patdgeno, no se observaron diferencias significativas entre la poblacién de E. coli
alahora Oy ala hora 24, por lo que estadisticamente la poblacion de E. coli se mantuvo constante
en la presencia de todos los prebidticos evaluados, incluyendo la lactosa. Con esto, se pudo establecer
gue para el cultivo probidtico VEGE 092 es recomendable el uso de Orafti P95 como ingrediente
prebidtico pues fue la Unica fibra que estimul6 su crecimiento de manera significativa, a pesar de no
presentar un efecto inhibitorio sobre el patégeno.

Tabla 2-4: Evaluacion de la actividad prebidtica de los compuestos prebi6ticos en estudio frente al
cultivo probiético VEGE.

Prebidtico Recuento a la hora 0 Recuento a la hora 24
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
VEGE 092 (in6culo de 10,5 £ 0,1 log UFC/mL)
Lactosa 7,4+0,22 9,0+0,2°
Harina de avena 7,7+0,12 8,3+0,9?
Orafti P95 7,3+0,22 8,9+0,1°
Orafti ST Gel 7,7+0,0% 8,8 +0,1?
Orafti GR 76+0,1° 8,7+0,0
E. coli (in6culo de 10,3 £ 0,1 log UFC/mL)

Lactosa 6,6 +0,12 6,6 +0,12
Harina de avena 5,8+ 0,62 7,8+0,1?
Orafti P95 5,9+0,8? 7,3+0,42
Orafti ST Gel 5,8+ 0,22 6,1+0,12
Orafti GR 5,5+ 0,0 6,5+ 0,3

Se hacen comparaciones entre filas con una prueba T-Student con significancia de p=0,05

Puesto que Orafti P95 estimulé més el crecimiento de VEGE 092, con un crecimiento de 1,6 log
UFC/mL, que Orafti ST Gel sobre L. rhamnosus, con un crecimiento de 0,7 log UFC/mL, se
selecciond Orafti P95 como la fibra soluble con potencial prebiético y el cultivo probittico
conglomerado VEGE 092 como la combinacién més apta para ser incluida en la bebida base
formulada. Ademas, el uso de cultivos conglomerados puede mejorar la viabilidad durante su
almacenamiento y en matrices con frutos rojos (di Cagno et al., 2011; Yan et al., 2019). De igual
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forma, se ha reportado que algunas cepas de L. acidophilus, L. paracasei y P. pentosaceus, presentes
en el cultivo probidtico VEGE 092, metabolizan y crecen més en presencia de FOS (componente
principal del prebittico comercial Orafti P95) como sustrato en comparacion con la inulina (Mei et
al., 2011; Watson et al., 2013).

2.3.4. Adaptacion de probiotico y seleccién de la concentracion de
prebidtico éptima en la bebida

Habiendo establecido la composicion de la bebida base, comprobado los cambios fisicogquimicos
provocados por la adicién de las fibras prebioticas y seleccionado la combinacion de prebi6tico y
probidtico a usar se procedio a adicionar el cultivo probi6tico seleccionado (VEGE 092) en la bebida.
Speranza et al. (2020) recomiendan la adaptacion de las cepas probiéticas antes de incluirlas en el
producto final con el objetivo de prolongar la viabilidad de éstas, uno de los métodos de adaptacion
recomendados consiste en suplementar el medio de cultivo con una porcién de la matriz alimenticia
en la cual se va a inocular dicho cultivo probi6tico. La adaptacion del cultivo probiético VEGE 092
en el medio de cultivo con 10% de la bebida permitié obtener un conteo en placa de 10,1 + 0,2 log
UFC/mL luego de su incubacion a 37°C durante la noche, por lo que se puede decir que estos cultivos
probidticos se adaptan adecuadamente en presencia de la bebida y se obtiene una buena poblacion
de probidticos para ser inoculado en la bebida base formulada.

Luego de la adaptacién del cultivo probiético seleccionada y habiendo seleccionado el prebidtico
Orafti® P95, fue necesario establecer una concentracion del prebidtico en la bebida que favoreciera
el crecimiento del probi6tico, esto con el objetivo de obtener una mejor viabilidad en el producto
final. En la Tabla 2-5, se muestran los resultados del crecimiento, durante 24 horas en la bebida, del
cultivo probidtico VEGE 092 adaptado, a diferentes concentraciones del prebidtico Orafti® P95. Se
observé un crecimiento significativo en la bebida sin inclusion de prebi6tico, con un crecimiento de
1,2 log UFC/mL, y en la bebida con una concentracién de prebidtico de 10 g/L, con un crecimiento
de 1,6 log UFC/mL. Al obtenerse un crecimiento del cultivo probiético mayor en la bebida con una
concentracién 10 g/L de Orafti® P95 y con miras a garantizar una mayor viabilidad del cultivo
probidtico durante el almacenamiento, se seleccion6 la concentracion 10 g/L de Orafti® P95 como
la 6ptima para el desarrollo de la bebida con potencial simbiético de frutos rojos.

Tabla 2-5: Evaluacion del crecimiento durante 24 horas de VEGE 092 en la bebida de frutos rojos
con la inclusién de diferentes concentraciones de la fibra prebiética Orafti® P95.

., . Recuento a la hora 0 Recuento a la hora 24
Concentracion de Orafti® P95 (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
0g/L 8,5+0,12 9,7+0,1°
5g/L 8,0+£0,2% 9,4+0,7°
10 g/L 9,0%0,22 10,6 +0,3°
15g/L 8,8+0,72 10,0 £ 0,22

Se hacen comparaciones entre filas con una prueba T-Student con significancia de p=0,05

De esta forma, se desarroll6 exitosamente una bebida de frutos rojos con potencial simbidtico de tipo
sinérgico pues los resultados indicaron que la fibra prebidtica seleccionada (Orafti® P95) estimul6
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el crecimiento del cultivo probidtico VEGE 092, tanto en caldo de cultivo como en la bebida. Esto
concuerda con varios estudios que comprueban la fermentacion de FOS por parte de cepas de L.
acidophilus (Kaplan & Hutkins, 2000), L. paracasei (Watson et al., 2013) y P. pentosaceus (Han et
al., 2021). Sin embargo, otros estudios han demostrado que patdgenos como la E. coli son capaces
de metabolizar y crecer en presencia de FOS (Cummings et al., 2001; Gibson & Wang, 1994; Mao
et al., 2015). De hecho, la inhibicion de patdgenos es un mecanismo complejo que puede deberse a
la fermentacién de los FOS por parte de las bacterias benéficas, con su consecuente produccién de
productos con potencial antimicrobiano como los son los acidos grasos de cadena corta (SCFAs, por
sus siglas en ingles) y bacteriocinas, que provocan el efecto selectivo de los compuestos prebi6ticos,
estimulando el crecimiento de bacterias benéficas e inhibiendo el crecimiento de microorganismo
patégenos (Chen et al., 2016). A pesar de esto, la seleccion del prebidtico se realizé con miras a
mejorar la viabilidad del probiotico en la bebida, por lo que la seleccién del prebidtico y su
concentracién es la adecuada para el objetivo del presente estudio.

2.3.5. Seleccion del pretratamiento de conservacion de la bebida con
potencial simbiotico

Hasta el momento, se definid la composicion de la bebida base como 7% de pulpa de mora, 8% de
pulpa de fresa, 15% de pulpa de banano y 0,05% de goma Xanthan como estabilizante; y se
selecciond Orafti® P95 (constituido principalmente por FOS) como prebidtico a usar en la bebida
basado en los pocos cambios fisicoquimicos que genera su adicién en la bebida, su adecuado indice
y actividad prebidtica sobre el cultivo probidtico VEGE 092 y la mayor estimulacion del crecimiento
del cultivo probidtico en la bebida con su adicion en concentracion de 10 g/L. Como etapa final para
el desarrollo de la bebida con potencial simbidtico con antocianinas se realiz6 la seleccion del
tratamiento de conservacion de la bebida, previo a la inclusién del cultivo probidtico. Para esto se
evalud el efecto de los tratamientos de conservacion (pasteurizacion, esterilizacion y ultrasonido)
sobre la inocuidad microbioldgica, las propiedades fisicoquimicas y el contenido y perfil de
antocianinas de la bebida desarrollada.

Comparacién del efecto de los tratamientos de conservacion sobre la inocuidad
microbioldgica de la bebida formulada.

Como parte de la evaluacion del bioproceso en desarrollo, se evalué la calidad microbioldgica del
producto final empleando 5 tratamientos de conservacién (pasteurizacion, esterilizacion y
ultrasonido a 3 amplitudes diferentes), inoculando las bebidas tratadas con el probidtico adaptado,
fermentando por 24 h a 37°C y almacenando en refrigeracion por 7 dias. Esto con el fin de
seleccionar el tratamiento de conservacion que permitiera obtener una calidad microbioldgica
adecuada segun la Resolucion 3929 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de la
Republica de Colombia, para refrescos de frutas, con el bioproceso desarrollado. El control fue una
bebida sin tratar y sin inocular, pero incubada a 37°C por 24 horas. Es de resaltar que la calidad
microbiolégica de la bebida se hizo luego de la incubacion a 37°C por 24 horas con miras a verificar,
que luego del posterior proceso de inoculacidn, la bebida probiodtica cumpliera con los estdndares de
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calidad microbiolégica. La Tabla 2-6 muestra los_resultados de la calidad microbioldgica de las
bebidas tratadas.

Tabla 2-6: Calidad microbioldgica de las bebidas tratadas con 5 métodos de conservacion.

Tratamiento Control US100 usso US60  Pasteurizacion  Esterilizacion
Analisis
NMP coliformes 15 <3 <3 <3 <3 <3
totales/mL
NMP Coliformes <« <3 <3 <3 <3 <3
fecales/mL

Recuento de mohos y

12600 14900 8700 18000 <10 <10
levaduras ufc/mL

Con estos resultados se observo que los tratamientos térmicos fueron los que efectivamente permiten
obtener una bebida con buena calidad microbioldgica pues eliminaron coliformes totales, mohos y
levaduras. Por su cuenta, los tratamientos con ultrasonido solo fueron efectivos al eliminar
coliformes totales. Por definicion, los coliformes son bacilos anaerobios facultativos, Gram
negativos, no formadores de esporas, capaces de fermentar lactosa con la produccion de &cido y gas
a 35 °C por 24 a 48 horas; generalmente, pertenecientes a los géneros C. freundii, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, E. coli, y Klebsiella pneumoniae (Halkman & Halkman, 2014).
Charoux et al. (2019) afirman que el ultrasonido es mas efectivo frente a microorganismos Gram
negativos seguido de Gram positivos. La forma del microorganismo también afecta la efectividad
del ultrasonido como método de inactivacion pues la forma de bacilo es mas susceptible al
ultrasonido que la forma de coco. En cuanto a los mohos y levaduras, se encuentra que generalmente
son mas resistentes que las bacterias vegetativas (Charoux et al., 2019).

Cassani et al. (2020) evaluaron la microbiota nativa de una bebida de fresa enriquecida con
prebidticos (inulina y FOS) con y sin tratamiento ultrasénico (bafio de ultrasonido por 15y 30 min,
40 kHz, 180 W y 20°C sobre un volumen de 350 mL) durante 14 dias de almacenamiento a 5°C.
Durante la primera semana de almacenamiento se observo un descenso significativo en el conteo de
bacterias mesofilas aerdbicas totales, bacterias psicréfilas y levaduras y mohos en la bebida tratada
con ultrasonido, especialmente en las muestras tratadas por 30 min. Este estudio también comparé
el efecto del ultrasonido en la bebida con y sin compuesto prebiéticos, encontrando que, en la bebida
enriquecida con prebi6ticos, a partir de la segunda semana, se observé un crecimiento en el conteo
de microorganismos, pero la velocidad de crecimiento en este caso fue mucho menor que en las
bebidas sin tratamiento. De este modo, la bebida sin tratamiento obtuvo una vida (til (carga
microbiana menor a 7 log UFC) de 10 dias mientras que la bebida tratada con ultrasonido logré una
vida util de 14 dias, con prebiético.

Los resultados del procesamiento de alimentos como método de conservacion con ultrasonido
dependen de varios factores criticos como: la naturaleza de las ondas ultrasonicas, el tiempo de
exposicion, el tipo de microorganismos, la carga microbioldgica inicial, el volumen de alimento
procesado, la composicién del alimento, la temperatura y la presion (Charoux et al., 2019). El uso
de la combinacién de ultrasonido con temperatura y/o presion es generalmente recomendada para la
inactivacion de microorganismos. Zhu et al. (2017) evaluaron el efecto sobre E. coli 0157:H7 en 50
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mL jugo de ardndanos de diferentes tratamientos: tratamiento térmico (HT: 80 °C), sonicacion (SC:
280, 420, 560 y 700 W por 10 min), termosonicacion (TS: 30, 40, 50, 60 °C, 280, 420, 560, and 700
W por 10 min), manosonicaciéon (MS, 560 W y 350 MPa) y manotermosonicacién (MTS, 560 W,
40 °C y 350 MPa). Este estudio encontrd que el tratamiento con sonicacion no era suficiente para la
inactivacion de E. coli sin importar la intensidad usada obteniéndose valores entre 0,1 y 0,3 log de
reduccion; por su parte el tratamiento térmico resulté con una reduccion de 2,00 log; la
termosonicacién provoco reducciones entre 0,13 y 5,10 log donde las mayores reducciones se
obtuvieron a mayores temperaturas e intensidades; la manosonicacion presentd una reduccion de 5,2
log y la manotermosonicacién una reduccion de 5,85 log, después de 5 minutos de tratamiento.

En este estudio en especifico, los factores que pudieron influir més en la baja reduccién de mohos y
levaduras, ademas de la etapa de incubacion, fueron el volumen tratado y la intensidad del
tratamiento. EI volumen tratado en el presente estudio fue de 700 mL de bebida, siendo este mucho
més alto que la mayoria de los estudios realizados sobre los efectos de inactivacion de
microorganismos usando ultrasonido, los cuales se encuentran tipicamente en rangos entre 1y 200
mL. Este volumen de trabajo requirid, segun el proveedor y el manual de uso del equipo, el uso de
una sonda de diametro mas alto (25 mm) que el usado en este tipo de estudios (entre 10 y 19 mm),
al aumentar el didmetro de la sonda también se reduce la intensidad de las ondas ultrasonicas, luego
el equipo entregd entre 50 y 95 W sobre los 700 mL de bebida a tratar. Por esto, una posible
alternativa para mejorar los resultados encontrados y reducir de manera més efectiva la carga de
mohos y levaduras es reducir el volumen de bebida a tratar con un consecuente uso de una sonda de
didmetro mas pequefio. Entre mas pequefio el volumen y méas pequefio el diametro de la sonda, mayor
intensidad se obtiene y mayores temperaturas se alcanzan (Sonic & Materials, s.f.). Otra alternativa
seria realizar una metodologia en continuo y no en bache con lo que se puedan tratar volimenes mas
pequefios. Sin embargo, para los propdsitos y objetivos del presente estudio, un volumen inferior a
700 mL de bebida y un sistema en continuo no era factible pues habia un mayor riesgo de
contaminacién, un mayor tiempo de procesamiento y no se contaba con el equipo necesario para
hacer el tratamiento en continuo.

Cambios fisicoquimicos en la bebida causados por los tratamientos de conservacion

Luego de los diferentes tratamientos de conservacion se obtienen las bebidas que se muestran en la
Figura 2-3. A simple vista se observé una diferencia evidente entre la bebida tratada por
esterilizacién y las demas bebidas, presentando la bebida esterilizada una tonalidad marrén y
particulas en suspension debiéndose posiblemente a procesos de caramelizacion por las altas
temperaturas empleadas.
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Figura 2-3: Fotografia de bebidas tratadas.
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La bebida control presenté un pH de 3,86 + 0,02, unos sélidos solubles totales de 6,0 + 0,1°Brix y
una viscosidad de 0,01386 + 0,00008 Pa.s. El pH de las bebidas no se ve afectado por los tratamientos
usados pues no se observan diferencias relevantes frente al control (Gréfica 2-6).

Gréfica 2-6: Cambio de pH relativo a la bebida control (sin tratamiento) de las bebidas tratadas.
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Letras diferentes representan diferencia significativa usando ANOVA con significancia de p=0,05
y una prueba Tukey.

Los solidos solubles totales en las bebidas, como se observa en la Grafica 2-7, aumentaron
ligeramente al ser tratadas por pasteurizacion y esterilizacion presentando diferencias significativas
frente al control (bebida sin ningun tipo de tratamiento). Este aumento en los sélidos solubles totales
fue atribuido a una ligera evaporacion de agua durante estos tratamientos térmicos sobre la bebida.
Los tratamientos con ultrasonido conservaron los sélidos solubles totales sin diferencias
estadisticamente significativas frente al control.
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Gréfica 2-7: Cambio de S.S.T. relativo a la bebida control (sin tratamiento) de las bebidas tratadas.
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Letras diferentes representan diferencia significativa usando ANOVA con significancia de p=0,05 y una
prueba Tukey.

La viscosidad solo se vio afectada de manera significativa al emplear la esterilizacion como
tratamiento (Gréfica 2-8). Esta variacién en la viscosidad se debi6 a la inestabilidad que causa este
tratamiento térmico intenso sobre la bebida, el cual generd la aparicion de solidos en suspension y
una bebida menos homogénea. Por su parte, las bebidas tratadas con ultrasonido conservaron su
aspecto homogéneo, pero luego de un tiempo se observé una separacion de fases indicando la
inestabilidad de la goma xanthan usada con el propoésito de estabilizar los sélidos en suspension y
conservar el aspecto homogeéneo de la bebida por mas tiempos. Respecto a la estabilidad de las gomas
frente a tratamientos con ultrasonido, Tiwari et al. (2010) evaluaron la influencia sobre las
caracteristicas reoldgicas de tratamientos con ultrasonido (20 kHz, 3.7-10.1 Wcm2, 25°C por 5 min)
sobre dispersiones de goma guar, xanthan y pectina, encontrando una reduccion significativa de la
viscosidad aparente y una tendencia hacia un comportamiento de fluido newtoniano después del
tratamiento con ultrasonido, especialmente en las dispersiones de goma guar y pectina. A pesar de
que este estudio encuentra que la goma xanthan es més resistente debido a su estructura ramificada,
aun se vio afectada por el ultrasonido. Por su parte, la pasterizacion no afecté la estabilidad
proporcionada por la goma xanthan, permitiendo mantener un aspecto homogéneo en la bebida
incluso luego de 7 dias en almacenamiento, al igual que la bebida control.
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Gréfica 2-8: Cambio de viscosidad relativo a la bebida control (sin tratamiento) de las bebidas
tratadas.
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Letras diferentes representan diferencia significativa usando ANOVA con significancia de p=0,05 y una
prueba Tukey.

En cuanto a los cambios de color en la bebida (Grafica 2-9), se observo que el cambio mas
pronunciado o que puede ser mayormente percibido fue el de la bebida tratada por esterilizacion
segun los valores de AE. Sin embargo, seglin Rezek Jambrak, Simunek, & Djekic (2018), los valores
de AE de todos los tratamientos son percibidos por observadores promedio 0 no son percibidos, pero
el cambio de color en el tratamiento con esterilizacion es claramente distinguible, como se observa
en la Figura 2-3.

Grafica 2-9: Efecto de los tratamientos sobre el color de la bebida.
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Por tal razon, se realiz6 un analisis multivariado de las tres variables de color (I, a 'y b) (p-valor
<0.001), y se hizo un anlisis de discriminacion lineal para identificar diferencias estadisticas entre
los tratamientos empleados en la bebida, encontrando una representacion de los datos superior al
99% en las dos primeras dimensiones (LD1 y LD2), con lo que se obtiene la Gréfica 2-10. Del
andlisis de discriminacion lineal del color se observé que las bebidas se agrupan en 3 grupos claros:
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1) control; 2) pasteurizada, US100, US80 y US60; y 3) esterilizada. De este modo, se concluyd que
los 5 tratamiento empleados modificaron el color de la bebida inicial (control), siendo la bebida
esterilizada la que presentd una coloracion diferente a todas las demas.

Gréfica 2-10: Andlisis de discriminacion lineal del color para identificar diferencias estadisticas
entre los tratamientos empleados en la bebida.
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Comparacion del efecto de los tratamientos de conservacion sobre el contenido y perfil
de antocianinas de la bebida formulada

El perfil de antocianinas en la bebida se mantuvo constante durante el tratamiento térmico de
pasteurizacion y los tres tratamientos con ultrasonido, como se observa en la Gréafica 2-11. Se
identificaron, por UHPLC-MS, 6 antocianinas presentes en la bebida: Cianidina-3-O-glucésido (Cy-
Glc) (pico 1), Cianidin-3-O-glucosa-Rhamnosa-X-Arabinosa (Cy-glc-Rha-X-Ara) (pico 2),
Cianidin-3-O-glucosa-X-arabinosa (Cy-Glc-X-Ara) (pico no resulté entre el 1y 2), Cianidin-3-O-
rutinésido (Cy-Rut) (pico 3), Pelargonidin-3-O-glucésido (Pg-Glc) (pico 4) y Pelargonidin-3-O-
glucésido-X-rhamnosa (Pg-Glc-X-Rha) (pico 5).
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Gréfica 2-11: Perfiles de antocianinas de la bebida antes y después de cada uno de los tratamientos
en estudio.
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Se identifican las siguientes antocianinas: Cianidin-3-O-glucdsido (Cy-Glc) (pico 1), Cianidin-3-O-glucosa-
Rhamnosa-X-Arabinosa (Cy-glc-Rha-X-Ara) (pico 2), Cianidin-3-O-glucosa-X-arabinosa (Cy-Glc-X-Ara)
(pico no result6 entre el 1y 2), Cianidin-3-O-rutinésido (Cy-Rut) (pico 3), Pelargonidin-3-O-glucésido (Pg-
Glc) (pico 4) y Pelargonidin-3-O-glucésido-X-rhamnosa (Pg-Glc-X-Rha) (pico 5). La X representa una
posicién no identificada en la unidén del azlcar a la estructura de la correspondiente antocianidina.

Las antocianinas de cianidina fueron aportadas principalmente por la mora y las de pelargonidina
fueron aportadas mayoritariamente por la fresa, especialmente la Pg-Glc. Esto esta de acuerdo con
Santacruz et al. (2012) quienes identificaron cianidin-3-O-glucésido, cianidin-3-O-rutinosido y
cianidina-3-O-(6"-malonyl)-glucésido en Mora Pequeia (R. megalococcus Focke). Zhang et al.
(2012) investigaron la composicién de antocianinas en un jugo de mora encontrando como
antocianina mayoritaria cianidin-3-O-glucésido y en menor proporcion cianidin-3-O-arabindsido,
cianidin-3-O-malonil-glucésido, cianidin-3-O-dioxalil-glucésido y un derivado de cianidina sin
identificar. Por su parte, Canuto et al. (2016) y Ertan et al. (2020) identificaron como antocianina
mayoritaria en fresa (Fragaria spp.) y néctares de fresa (Fragaria ananassa) a la Pelargonidin-3-O-
glucésido (Pg-Glc) y en menor proporcion reportaron Cianidin-3-O-glucésido y Pelargonidin-3-O-
rutinésido.

Del contenido de antocianinas totales luego de cada tratamiento, no se observaron cambios
significativos luego de los tres tratamientos con ultrasonido (Gréfica 2-12). Para el tratamiento con
pasteurizacion se observo un ligero aumento en el contenido total de antocianinas en la bebida
debido, probablemente, a la evaporacion de agua durante este tratamiento. Para el caso de la
esterilizacion, se observd la degradacion y una reduccion considerable en el contenido de
antocianinas (degradacion del 91% del contenido de antocianinas iniciales) y la aparicion de
compuestos que eluyen junto al frente del solvente (Gréfica 2-11) indicando un aumento en la
polaridad de estas moléculas lo que puede indicar un rompimiento en la estructura de estos
compuestos, producto de reacciones de hidrolisis u oxidacion de los anillos antocianicos (Jamar et
al., 2017).
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Gréfica 2-12: Efecto de los tratamientos sobre el contenido de antocianinas totales de la bebida.
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Letras diferentes representan diferencia significativa usando ANOVA con significancia de p=0,05 y una
prueba Tukey.

Generalmente, cuando las antocianinas son expuestas a temperaturas superiores a 30°C se
transforman en su forma chalcona méas inestable y de ahi se degradan a compuestos marrones
(Ngamwonglumlert et al., 2017). Los compuestos obtenidos como resultado de la degradacion
térmica de las antocianinas varian segun el tipo de antocianina y sus sustituyentes, pero generalmente
son derivados de aldehidos o acidos benzoicos como el floroglucinaldehido y los &cidos 4-
hidroxibenzoico, protocatecuico, galico y siringico (Oancea, 2021). Verbeyst et al. (2010) evaluaron
la degradacién térmica (80-130 °C) de las antocianinas en una pasta de fresa, encontrando que el
descenso en la concentracion de antocianinas era funcion del tiempo y la degradacion se aceleraba a
mayores temperaturas. De igual forma, Wang & Xu (2007) evaluaron la estabilidad térmica (60-90
°C) de las antocianinas en un jugo y concentrado de mora, logrando una buena estabilidad de las
antocianinas empleando bajas temperaturas y periodos cortos de tiempo en el procesamiento de
dichos jugos. Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos, donde la pasteurizacion (85°C x 5
min) permitié conservar el contenido de antocianinas en la bebida, en comparacion al método de
esterilizacion (120°C x 15 min, 15 psi) con lo que se obtuvo una gran degradacion de las
antocianinas.

Los tratamientos con ultrasonido no suelen generar cambios fisicoquimicos en bebidas de frutas,
como se comprueba en el presente estudio, donde los tratamientos de ultrasonido no modificaron de
manera significativa el pH, los °Brix, la viscosidad ni el contenido de antocianinas totales, solo se
observo un pequefio cambio en la coloracion de la bebida luego de los tres tratamientos con
ultrasonido empleados. Por su parte, Cervantes-Elizarraras et al. (2017) emplearon un tratamiento
de termosonicacion (20 kHz, 1500 W, 50°C por 17 min, sonda de 25 mm y 200 mL de muestra) en
un jugo de mora logrando la completa inactivacion de mesdfilos, coliformes, levaduras y bacterias
acido lacticas, pero se observé un ligero aumento en los sélidos solubles totales y el pH de la bebida
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tratada. En este estudio, se observo un descenso en el contenido de antocianinas al emplear el
tratamiento con ultrasonido, pero en menor proporcion que al emplear un tratamiento de
pasteurizacion (90 °C por 15 s); lo que demuestra que un tratamiento de termosonicacion puede ser
una alternativa viable de los procesos de pasterizacion para la produccion de jugos seguros y de alta
calidad con un alto contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.

Sin embargo, Feng et al. (2020) compararon los efectos de un tratamiento con ultrasonido (376 W,
10 min, 35 °C, sonda de 6 mm y pulsos de 2 s) con un tratamiento térmico (86 °C/1 min) sobre 50
mL de una bebida de fresa-manzana-limon, encontrando un descenso en el contenido de antocianinas
de 16% para el tratamiento con US frente un descenso del 12% usando el tratamiento térmico. Este
estudio también encontrd que los solidos solubles totales no se vieron afectados por ninguno de los
dos tratamientos, el pH de la bebida aumentd ligeramente con el tratamiento con ultrasonido, pero
se mantuvo sin cambios significativos con el tratamiento térmico, y el color presenté cambios
imperceptibles con valores AE de 0,40 y 2,20 para el tratamiento con ultrasonido y el tratamiento
térmico, respectivamente.

Los cambios fisicoquimicos y la pérdida o no del contenido de antocianinas por tratamientos
térmicos o con ultrasonido varian ampliamente, dependiendo éstos de las condiciones empleadas en
estos tratamientos. Encontrandose, generalmente, que el ultrasonido no provoca cambios
fisicoquimicos y permite retener el contenido de antocianinas, pero por si solo puede que no sea
efectivo para eliminar microorganismos y lograr la calidad microbioldgica requerida para este tipo
de productos. Por su parte, los tratamientos de pasteurizacion aplicados a bebidas con frutos rojos
son efectivos en la eliminacién de microorganismos con una minima o ninguna pérdida de las
propiedades fisicoquimicas ni el contenido de antocianinas de la bebida. Para el caso del presente
estudio, el tratamiento por pasteurizacion es el mas adecuado para lograr una buena calidad
microbioldgica de la bebida, conservando las propiedades fisicoquimicas de la bebida y el contenido
de antocianinas en la bebida estable por lo menos durante 7 dias de almacenamiento en refrigeracion.
Con este tratamiento se obtiene una bebida con inclusion de prebi6ticos y probidticos fermentada
por 24 horas con un pH de 3,54 + 0,01, unos sélidos solubles totales de 6,1 + 0,1°Brix, una viscosidad
de 0,0145 + 0,0001 Pa.s y un contenido de antocianinas totales de 6,4 + 0,4 mg C3G/100g, ademas
de conservar la apariencia homogénea del producto.

2.4. Conclusiones

Como es necesario contar con un minimo de unidades formadoras de colonias de microorganismos
probidticos en el alimento a la hora de ser consumido para ejercer efectos benéficos de la salud, en
el presente estudio se logr6 formular una bebida de frutos rojos con inclusion de probidéticos y
prebidticos empleando tres estrategias para garantizar la viabilidad del probiotico: adaptacion,
adicion de prebidticos y uso de frutas menos acidas para regular la acidez del sustrato. Luego, la
férmula de la bebida es 7% de pulpa de mora, 8% de pulpa de fresa, 15% de pulpa de banano, 1%
de compuestos prebidtico Orafti® P95 y 0,05% de goma xathan. Se comprobd que la adaptacion del
cultivo probiético conglomerado, VEGE 092, es adecuada y es capaz de crecer en la bebida
formulada. Para garantizar la calidad microbioldgica de la bebida, previa a la inclusion del cultivo
probidtico adaptado, se emplea un tratamiento de pasteurizacion a 85°C por 5 min con lo que se
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logra la eliminacién de coliformes, hongos y levaduras, a la vez que se conservan las propiedades
fisicoquimicas de la bebida como pH, sélidos solubles totales, viscosidad y contenido de
antocianinas, con un minimo cambio en el color. A pesar de la que pasteurizacion fue eficiente en el
presente estudio y es el tratamiento méas usado en la conservacion de bebidas de frutas y verduras,
los tratamientos con ultrasonido tienen potencial para obtener resultados similares a los obtenidos
por la pasteurizacion. Para obtener resultados exitosos en la conservacion de la bebida desarrollada
empleando un tratamiento de ultrasonido, probablemente, sea necesario reducir el volumen de
trabajo, disminuir el didmetro de la sonda y aumentar la temperatura y tiempo de trabajo. Asi, la
bebida desarrollada bajo las condiciones establecidas cumple con la Resolucion 3929 de 2013 del
Ministerio de Salud y Proteccién Social de la Republica de Colombia para refrescos de frutas y la
NTC 3549 que establece los requisitos y ensayos que deben cumplir las bebidas de frutas.






Capitulo 3. Evaluacion de los cambios
fisicoquimicos, microbiologicos y bioactivos de la
bebida simbiotica durante su fermentacion y
almacenamiento

3.1. Introduccion

Por definicién, los probidticos deben ser microorganismos vivos por lo que un producto probiético
deberia contener por lo menos 10°-107 unidades formadoras de colonias (UFC)/g, dosis minima
recomendada, de bacterias probidticas para garantizar sus efectos terapéuticos (Shori, 2016). Por
tanto, en el desarrollo de productos probi6ticos es necesario tener en cuenta tanto las caracteristicas
de la cepa probiotica como las caracteristicas de la matriz alimenticia, pues la cepa probidtica no
solo enfrentard condiciones adversas al ser consumida sino también durante su procesamiento y
almacenamiento (Flach et al., 2017). La viabilidad de una bacteria probidtica (capacidad de crecer y
reproducirse) en matrices alimenticias puede verse afectada por el método de inoculacién, el
almacenamiento, la temperatura, el pH, la actividad metabdlica del microorganismo, la actividad de
agua, el contenido de oxigeno, el tipo de empaque, la presencia de otras bacterias, entre otros factores
(Flach et al., 2017; Lillo-Pérez et al., 2021).

Adicionalmente, el metabolismo de los microorganismos probidticos causa una considerable
disminucién de nutrientes disponibles y del pH por la acumulacién de acido lactico, dificultando
alcanzar la dosis minima recomendada (Lillo-Pérez et al., 2021). El control de la temperatura durante
el procesamiento y almacenamiento del producto puede ayudar a controlar la actividad metabdlica
de estos microorganismos. De esta forma, altas temperaturas aceleran la actividad metabélica y el
crecimiento de las bacterias probio6ticas, mientras que bajas temperaturas disminuye la actividad
metabdlica e inhibe el crecimiento celular (Lillo-Pérez et al., 2021). Por lo anterior, se recomienda
realizar una fermentacion corta del producto inoculado con probi6ticos para promover el crecimiento
celular y un almacenamiento del producto bajo condiciones de refrigeracion para disminuir la
actividad metabolica evitando un excesivo descenso del pH en la matriz y un cambio en el perfil
sensorial del producto.

De las frutas empleadas en el desarrollo de bebidas funcionales con inclusion de probidticos Ilaman
especialmente la atencion aquellas frutas ricas en antocianinas, no solo por los beneficios a la salud
aportados por sus propiedades antioxidantes, antinflamatorias y antimicrobianas (de Souza et al.,
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2018), sino también por su capacidad de modular y estimular el crecimiento de microorganismos
probidticos a la vez que se generan metabolitos tipicamente mas bioactivos y bioaccesibles que las
antocianinas precursoras (Tian et al., 2019). Sin embargo, la estabilidad de las antocianinas frente a
diversas condiciones encontradas en el procesamiento y almacenamiento de bebidas es un limitante
en el desarrollo de este tipo de productos.

La estabilidad de las antocianinas esté principalmente influenciada por su estructura quimica, el pH,
la temperatura de almacenamiento y la presencia de luz, oxigeno y algunas enzimas (Leong et al.,
2018). La velocidad de degradacion de las antocianinas varia ampliamente debido a la diversidad en
sus estructuras, pues el tipo y nimero de sustituyentes tiene un marcado efecto en la estabilidad de
éstas. Generalmente, el aumento en la hidroxilacion de las antocianinas disminuye la estabilidad,
mientras que el aumento en la metilacion, glicosilacion y acilacion aumenta la estabilidad debido a
gue los grupos hidroxilos reactivos quedan bloqueados (Ngamwonglumlert et al., 2017). Por tal
motivo, el color en los alimentos con altos contenidos en antocianidinas como la pelargonidina,
cianidina o delfinidina son menos estables que aquellos con alto contenido en petunidina, peonidina
o malvidina (Fennema et al., 2008).

Dependiendo del pH, las antocianinas pueden encontrarse bajo diferentes formas quimicas, con
diferentes coloraciones, donde un pH menor a 4 proporciona una mayor estabilidad en el tono del
color que proporcionan las antocianinas (Ngamwonglumlert et al., 2017). Las antocianinas muestran
su color méas intenso a un pH de aproximadamente 1 cuando las moléculas se encuentran
mayoritariamente en su forma ionizada (catién flavilio) (Varo Santos, 2019). En general, las
configuraciones estructurales que llevan a incrementar la estabilidad en el pH también llevan a
incrementar la estabilidad térmica (Fennema et al., 2008). El procesamiento y almacenamiento a
bajas temperaturas mejora la estabilidad de las antocianinas, induciendo una destruccién mas lenta
de los pigmentos. Cuando la temperatura aumenta a 30°C 0 mas, las antocianinas se transformas en
la forma chalcona mas inestable y de ahi se degradan a compuestos marrones (Ngamwonglumlert et
al., 2017).

La industria de las bebidas se centra en la elaboracion de productos seguros, saludables y de alta
calidad con una vida Util bien establecida. Por ende, el objetivo de esta parte del estudio fue analizar
la viabilidad del cultivo probi6tico y la calidad microbiolégica, fisicoquimica y bioactiva de la bebida
con antocianinas e inclusién de prebi6ticos y probidticos formulada bajo condiciones de
fermentacion (37°C, 24 horas) y almacenamiento refrigerado (4°C, 28 dias). Se buscé verificar que,
al final de los 28 dias, el conteo de bacterias probiéticas alcanzase o superase la dosis minima
recomendada para proveer efectos benéficos a la salud; la bebida cumpliera con los requisitos
minimos de calidad microbiolégica referente a coliformes, mohos y levaduras; las propiedades
fisicoquimicas de la bebida se mantuviesen durante su almacenamiento; la degradacion de las
antocianinas fuese lo més lenta posible, conservando su actividad antioxidante; y que la bebida
fermentada con probidticos presentase una buena aceptabilidad frente a un panel sensorial no
entrenado.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Materiales y reactivos

Quimicos y reactivos

El hidréxido de sodio, el acido férmico, el &cido sulfirico, el cloruro de potasio, el acetato de sodio
y el carbonato de sodio grado analitico fueron adquiridos de Panreac (Barcelona, Espafia). El
metanol, el etanol, el DPPH, el reactivo de folin-ciocalteu, la glucosa, la fructosa, el acido malico,
el &cido lactico, el &cido galico y el acido clorhidrico grado analitico fueron adquiridos de Merck
(Darmstadt, Alemania). Para la separacion cromatografica se empled agua purificada usando un
equipo de intercambio i6nico y microfiltracién Milli-Q (Millipore, Molsheim, France).

Ingredientes y material vegetal

Se adquiri6 el compuesto prebidtico Orafti® P95 de BENEO (Mannheim, Germany), ver Anexo 3:
Fichas técnicas de sustancias prebiéticas. Como microorganismo probi6tico se empled la cepa, de la
linea comercial DANISCO-HOWARU®, VEGE 092 (Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
acidophilllus y Lactobacillus paracasei), ver Anexo 2: Fichas técnicas de cepas probidticas
comerciales. La cepa se obtuvo de la coleccion del laboratorio de Microbiologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA). La goma xanthan, usada como estabilizante, fue
adquirida de Cimpa (Bogota, Colombia).

Moras, fresas y bananos maduros fueron adquiridos de mercados locales. Para la obtencién de pulpa
de mora y fresa se usé una despulpadora y para la pulpa de banano un procesador de alimentos. La
pulpa obtenida se almacend en bolsas ziploc a -15°C. Se empled una pulpa de mora con un pH de
2,85+ 0,01, un contenido de solidos solubles totales de 7,9 + 0,1 °Brix y una acidez titulable de 2,37
+ 0,04 % acido malico; una pulpa de fresa con un pH de 3,66 + 0,01, un contenido de solidos solubles
totales de 7,9 + 0,1 °Brix y una acidez titulable de 0,87 + 0,01 % éacido malico; y bananos
completamente maduros con un pH de 5,26 £ 0,02, un contenido de solidos solubles totales de 21,9
+ 0,1 °Brix y una acidez titulable de 0,27 + 0,01 % &cido malico.

3.2.2. Proceso de elaboracion de la bebida

La formula de la bebida fue 7% de pulpa de mora, 8% de pulpa de fresa, 15% de pulpa de banano,
1% de compuestos prebidtico Orafti® P95 y 0,05% de goma xathan. Antes de la inoculacién se
adaptd el cultivo probiético VEGE 092, incubando a 37°C durante una noche en un medio de cultivo
compuesto por caldo MRS (Oxoid®) y 10% de la bebida. Se realizé la inoculacion del 1-2% del
inoculo obtenido del medio de adaptacion en 200 mL de bebida. La bebida fue pasteurizada a 85°C
por 5 min antes de ser inoculada. Se realizé la fermentacion de la bebida por 24 h bajo incubacion a
37°Cy, luego de esto, se almacen6 a 4°C.
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3.2.3. Evaluacion de la cinética de fermentacion de la bebida

Se evalud, por duplicado, el proceso de fermentacion de la bebida con inclusion del cultivo
probidtico VEGE 092 a cinco tiempos sucesivos de fermentacion 0, 6, 12, 18 y 24 h. La unidad de
trabajo fue de 200 mL de bebida, de cada unidad de trabajo se determinaron por duplicado la
viabilidad del cultivo probidtico, el pH y la concentracion de glucosa, fructosa, acido malico y acido
lactico en el sustrato.

Para la viabilidad del cultivo probi6tico se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) por conteo en placa por siembra en profundidad en agar MRS (Oxoid®) a las 0, 6, 12, 18 y
24 horas de incubaciéon a 37°C. Las placas fueron incubadas por 48 horas en condiciones de
microaerobiosis a 37°C. Se calcula la velocidad méxima, Vmax, de crecimiento segun la Ecuacion 3-
1.

X =X, eVmaxt Ecuacion 3-1

Donde X es el nimero de microorganismos viables (UFC) al tiempo t y X, es el nimero de
microorganismos viables (UFC) al tiempo 0. El tiempo de duplicacién, tq, se calcula segin la

Ecuacion 3-2.
In2 iy
ty=— Ecuacion 3-2

Vmax

Para la determinacion del pH se tomaron asépticamente 10 mL de bebida en los tiempos estipulados
(el tiempo 0 correspondid a las condiciones iniciales del sustrato), a los cuales se les determind, por
duplicado, el pH usando un potenciémetro Mettler Toledo SevenCompact.

Cuantificacion de azucares y acidos organicos

De la alicuota de bebida tomada asépticamente, 1 a 2 g se extrajo con 4 mL de agua desionizada
durante 2 min en vortex, centrifugando por 15 min a 1000 rpm (6000xg) dos veces recuperando y
combinando los sobrenadantes cada vez y llevando a 10 mL con el mismo solvente de extraccion.
Posteriormente, los extractos fueron filtrados (filtros de jeringa PTFE de 0,22 um) e inyectados en
equipo HPLC para determinar la concentracion de glucosa, fructosa, acido malico y acido lactico en
el sustrato.

Se empled un cromatégrafo HPLC Jasco con detector de arreglo de diodos (DAD) e indice de
refraccién (IR) y una columna de exclusidn idnica (Rezex™ ROA-Organic Acid H+ (8%), 300 x 7.8
mm), empleando como fase mavil &cido sulfurico 5 mM con un flujo Isocratico de 0,5 mL, a una
temperatura de 70°C y un volumen de inyeccién de 10 puL, por duplicado. Se usé una longitud de
onda de 210 nm para la deteccion de &cidos orgénicos y el IR para detectar azlcares. Se cuantificaron
azUcares y acidos organicos como mg por g de bebida (mg/g) usando estandar externo de glucosa
(0,5 a 10 mg/mL, r?=0,9986), fructosa (0,5 a 10 mg/mL, r?>=0,9988), acido malico (5 a 250 mg/L,
r’=0,9903) y écido léctico (0,1 a 2 mg/mL, r?=0,9969).



Capitulo 3 67

3.2.4. Evaluacion del almacenamiento en refrigeracion de la bebida

Las bebidas fueron almacenadas a 4°C, luego de su fermentacion por 24 h a 37°C, y se realizaron
los ensayos especificados a continuaciéon a los 0, 1, 7, 14, 21 y 28 dias. Como control se utilizé la
misma bebida, pero sin la inclusion del cultivo probidtico.

Evaluacion de la viabilidad de VEGE 092 en la bebida durante su almacenamiento

Para la viabilidad del cultivo probidtico en la bebida durante el almacenamiento se determing el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC) por conteo en placa por siembra en profundidad
en agar MRS (Oxoid®), a los tiempos estipulados. Las placas fueron incubadas por 48 horas en
condiciones de microaerobiosis a 37°C.

Cambios fisicoquimicos en la bebida durante su almacenamiento

A cada una de las bebidas se les determind, por triplicado, el pH usando un potenciémetro Mettler
Toledo SevenCompact, el cambio de color (AE) empleando un colorimetro Minolta CR-400 y la
viscosidad usando un HAAKE Viscotester 550. La viscosidad aparente se reporté como la pendiente
de la gréfica del esfuerzo vs el gradiente de velocidad usando un sensor de viscosidad media (MV)
y un gradiente de velocidad de 0 a 1000 1/s en 10 min a 20°C.

Ademas, se determiné el contenido de glucosa, fructosa, &cido malico y &cido lactico en la bebida
durante su almacenamiento por métodos cromatograficos como se describi6 en la seccion 3.2.3.

Efecto del almacenamiento sobre el contenido de antocianinas y compuestos fenélicos
y la actividad antioxidante

Para la determinacion del contenido de antocianinas en la bebida a lo largo de su almacenamiento,
3-5 g de bebida se extrajo con 3 mL de metanol con 1% de acido férmico durante 15 min en un bafio
de ultrasonido, centrifugando por 20 min a 1000 rpm (6000xg) tres veces, recuperando y combinando
los sobrenadantes cada vez y llevando a 10 mL con el mismo solvente de extraccion. Las
antocianinas de dichos extractos se analizaron por métodos espectrofotométricos. Para el método de
pH-diferencial, 3 mL del extracto se llevaron a 10 mL con buffer de pH 4,5 de acetato de sodio/HCI
y otros 3 mL del extracto se llevaron a 10 mL buffer de pH 1 de KCI/HCI, con lo que la absorcion
real por parte de las antocianinas en la muestra se calcul6 segun la Ecuacion 3-3 (Horbowicz et al.,
2008):

A A}.m:m_ A'? | - A}.m:n_ A? 5
(A; o0)pH 1.0 — 00)pH 4.5 Ecuacitn 3-3

Donde Aimax €S la absorbancia en la longitud de onda maxima (510 nm) y Az es la absorbancia a
700 nm. El contenido de antocianinas se expresé como mg de equivalentes de cianidina-3-glucosido
por 100g de bebida (mg C3G/100g), usando un coeficiente de extincion (€) de 26900 L x cm™ x mol-
Ly un peso molecular (MW) de 449,2 g/mol (Pérez-Grijalva et al., 2018), en la Ecuacién 3-4 teniendo
en cuenta el factor de dilucién (DF):
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Los compuestos fenolicos fueron determinados por el método de Folin-Ciocalteu y la actividad
antioxidante por el método de DPPH. Para esto, entre 2 a 3 g de bebida se extrajo con 4 mL de agua
desionizada durante 2 min en vortex, centrifugando por 15 min a 1000 rpm (6000xg) dos veces
recuperando y combinando los sobrenadantes cada vez y llevando a 10 mL con el mismo solvente
de extraccion.

Para la determinacion de compuestos fendlicos se mezclaron 15 mL de agua desionizada, 1 mL de
extracto y 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Se contabilizaron 6 min luego de la adicion del
reactivo de Folin-Ciocalteu y se adicionaron 3 mL de carbonato de sodio 20%. Posteriormente se
incubd a 30°C por 2h. Al final de este periodo se midio la absorbancia de la solucién a 765 nm. Se
cuantificaron los compuestos fendlicos como mg acido gélico por 100 g de bebida (mg GA/100g)
usando estandar externo de acido galico (44 a 220 mg/L, r>=0,999).

Para la determinacion de la actividad antioxidante se mezclaron 800 puL de DPPH 0,1mM, 100 uL
de etanol y 100 uL de extracto. La solucion se mantuvo en la oscuridad y luego de 20 min de la
adicion del extracto se midio la absorbancia de la solucién a 517 nm. Se cuantificé la actividad
antioxidante como mg 4cido galico por 100 g de bebida (mg GA/100g) usando estandar externo de
acido galico (4 a 22 mg/L, r?=0,998).

Evaluacién de la inocuidad microbioldgica de la bebida durante su almacenamiento en
refrigeracion.

Se realizaron los siguientes ensayos microbioldgicos, segun la resolucion 3929 del 2013 (refrescos)
y NTC 3549.

e Coliformes totales segin el método NMP INVIMA N. 13. Se prepararon las diluciones
adecuadas de la bebida en tubos con solucion salina estéril y se pipetearon 1 mL de cada una
de las diluciones en tubos con caldo lactosado bilis verde brillante (Oxoid®) al 2%,
utilizando tres tubos por cada dilucion, se agitaron los tubos y se incubaron a 37°C por 48
horas. Luego de 48 h se anotaron los tubos que mostraron produccion de gas y se hizo una
prueba de confirmacion. Con la prueba de confirmacion se determind si los organismos
identificados pertenecian al grupo de coliformes. Asi, se realizd un sembrado por estria de
cada uno de los tubos con produccién de gas en la superficie de una placa de agar eosina
azul de metileno (EMB) (Ox0id®) y se incubd a 35-37°C por 24 horas. Pasado este tiempo
se hizo la lectura de las colonias tipicas de coliformes y se anoté el nimero de tubos
confirmados como positivos para organismos coliformes en cada dilucién y se obtuvo el
NMP.

e Recuento de mohos y levaduras segun el método de recuento en placa INVIMA N. 7. Se
prepararon las diluciones adecuadas de la bebida en tubos con solucién salina estéril y se
adicion6 1 mL de cada una de las diluciones consecutivas en cajas de Petri y se adicionaron
15 mL de agar oxitetraciclina glucosa extracto de levadura (OGY) (Ox0id®) y se incubé a
22°C por 5-7 dias. Luego de este tiempo se hizo el conteo en placa y se reportaron las
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unidades formadoras de colonias/mL de bebidas (UFC/mL) teniendo en cuenta las
diluciones evaluadas.

3.2.5. Analisis sensorial

Se realiz6 una prueba de aceptabilidad de la bebida con inclusién de probidticos y sin la inclusion
de éstos. 90 panelistas no entrenados (54 mujeres y 36 hombres) evaluaron las dos muestras
presentadas de manera aleatoria con cddigos de tres digitos en copas de plastico (15 mL).
Adicionalmente, se les entregd agua potable para lavar el paladar entre muestras. Cada panelista
evalud la apariencia, el olor, la textura, el sabor y la aceptabilidad general de las muestras usando
una escala hedénica de 7 puntos (7 - Me gusta extremadamente, 6 - Me gusta mucho, 5 - Me gusta,
4 - Ni me gusta ni me disgusta, 3 - Me disgusta, 2 - Me disgusta mucho, 1 - Me disgusta
extremadamente). Adicionalmente, se les pidié a los panelistas identificar las frutas en el olor y sabor
de las bebidas.

3.2.6. Analisis estadistico

Como andlisis estadistico se hizo un analisis de varianza y prueba de Tukey con el 95% de confianza
en el software libre R para determinar diferencias significativas. Para el analisis sensorial se realiz6
una prueba no paramétrica de Wilcoxon con un 95% de confianza en el software libre R para
determinar diferencias significativas.

3.3. Resultados y discusiones

3.3.1. Evaluacion de la cinética de fermentacion de la bebida

La mayoria de los microorganismos probidticos son bacterias acido lacticas (Harzallah & Belhadj,
2013), es decir, son bacterias Gram positivas, catalasa negativas, en forma de bacilos o cocos las
cuales producen acido lactico como producto final Unico o mayoritario en la fermentacién de
carbohidratos con un metabolismo anaerobio (Axelsson & Ahrné, 2000). Los microorganismos del
cultivo conglomerado probiotico usado en el presente estudio, VEGE 092 (P. pentosaceus, L.
acidophilllus y L. paracasei), son considerados bacterias &cido lacticas, homofermentativas y &cido
tolerantes (Anjum et al., 2014; Axelsson, 2004; Chiang & Pan, 2011). De esta forma, es probable
que el cultivo probidtico VEGE 092 siga el camino fermentativo de la glicdlisis de Embden-
Meyerhof-Parnas, resultando en la produccion casi exclusiva de &cido lactico bajo condiciones
estandar (Axelsson, 2004).

Durante la fermentacién del cultivo probiético en la bebida de frutos rojos con inclusion de
probidticos y prebidticos formulada, se observé un crecimiento exponencial entre las 0y 12 horas,
seguido de una fase estacionaria en donde no se observaron diferencias significativas en el recuento
de microorganismos, alcanzando los 11,01 + 0,01 log UFC/mL para las 24 horas de fermentacion,
como se observa en la Gréfica 3-1. La velocidad mé&xima de crecimiento durante el periodo de la
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fase exponencial corresponde a un valor de 0,33 h (r>=0,989), con un lapso entre dos duplicaciones
sucesivas (tiempo de duplicacion) de 2,1 h. Ademas, en las 24 horas de fermentacion se dio un
descenso del pH con diferencias estadisticas significativas, con una acidificacion del 9% a una
velocidad de 0,016 h* (r?=0,943), correspondiente a la pendiente de la grafica de acidificacion
(Grafica 3-1). Estos pardmetros cinéticos pueden indicar un crecimiento y metabolismo lento pues
Coman et al. (2018) reportan un tiempo de duplicacion entre 1y 1,5 horas en caldo MRS para cepas
de L. rhamnosus, L. paracasei, una mezcla de ambas y L. plantarum, incluso obtuvieron tiempos de
duplicacién similares al adicionar al caldo MRS extractos de frutas ricas en antocianinas como uva,
ciruela y sadco.

Grafica 3-1: Curva de crecimiento y acidificacion del cultivo VEGE 092 en la bebida inoculada con
adicion de 1% de FOS.
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Respecto al consumo de carbohidratos durante la fermentacion del cultivo probidtico en la bebida
simbidtica, no se observaron diferencias significativas en el contenido de glucosa y fructosa en el
sustrato a través del tiempo de fermentacion (Gréafica 3-2). Estos resultados indican que la glucosa y
la fructosa, aportadas por las frutas incluidas en la bebida, no son consumidas por el cultivo
probiético, lo que puede indicar el metabolismo del compuesto prebiético (FOS) incluido en la
bebida. Esto esta de acuerdo con lo reportado en literatura donde se observa un consumo y
crecimiento en medios con FOS por parte de cepas de P. pentosaceus, L. acidophilllus y L. paracasei
(de Figueiredo et al., 2020; Farias et al., 2019; Kaplan & Hutkins, 2003).
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Gréfica 3-2: Contenido de glucosa y fructosa en el sustrato durante la fermentacion de la bebida con
adicion de 1% de FOS empleando el cultivo probiético VEGE 092.
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En cuanto al contenido de &cido malico y &cido lactico en el sustrato, se observé una produccién de
acido lactico con una velocidad de 0,1647 mg/h (r?=0,9966), correspondiente a la pendiente de la
gréafica de contenido de 4cido lactico (Grafica 3-3), con lo que se produjeron 3,98 + 0,09 mg de 4cido
l&ctico por gramo de bebida en 24 horas de fermentacion. Por su parte, se observo una disminucion
de la concentracion de acido malico, que indica un consumo de este acido, con un comportamiento
asintdtico al alcanzar las 12 horas de fermentacion, la velocidad de consumo fue de 0,079 mg/h
(r’=0,9444), correspondiente a la pendiente entre 0y 12 h de la grafica de contenido de acido malico
(Graéfica 3-3), hasta alcanzar los 0,04 + 0,01 mg de acido malico por gramo de bebida luego de 24
horas.

Grafica 3-3: Contenido de acido malico y acido lactico en el sustrato durante la fermentacion de la
bebida con adicién de 1% de FOS empleando el cultivo probiético VEGE 092.

450
= 4,00
E 350
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

Contenido de acidos orgénicos

Acido méalico —e—Acido lactico



72 Desarrollo de una bebida natural con potencial simbidtico empleando frutos ricos en antocianinas

Algunas bacterias acido lacticas, ademas de la fermentacion de carbohidratos, también son capaces
de llevar a cabo la fermentacién malo-lactica, en donde se metaboliza el 4cido malico produciendo
acido lactico y CO; (Axelsson, 2004). La cofermentacion de carbohidratos y acido malico por parte
de estas bacterias aumenta la velocidad de crecimiento, produce mayor energia para ser usado en el
metabolismo bacteriano y genera una menor acidificacion del medio pues el acido malico presenta
un pKa menor al &cido l4ctico, lo que hace al &cido malico un &cido més fuerte (Axelsson, 2004).
Lo anterior explica el descenso de pH observado (Gréfica 3-1), donde el pH desciende de manera
mas lenta durante las primeras 12 h por el consumo de &cido méalico de manera simultanea con la
produccion &cido lactico y a partir de las 12 h el descenso del pH es més rapido, donde solo se da la
produccién de 4cido lactico.

3.3.2. Evaluacion del almacenamiento en refrigeracion de la bebida

Evaluacion de la viabilidad de VEGE 092 en la bebida durante su almacenamiento

En la Grafica 3-4 se muestra el nimero de microorganismos probiodticos viables en la bebida
inoculada a lo largo de su almacenamiento en condiciones de refrigeracion. Se observd un
crecimiento del cultivo probidtico hasta el dia 7, luego de esto se observo un crecimiento fluctuante,
en donde el conteo de microorganismos disminuye y vuelve a aumentar, alcanzandose 10,2 + 0,1 log
UFC/mL a los 28 dias de almacenamiento en refrigeracién, lo cual es superior a la dosis minima
recomendada para proveer beneficios a la salud. También se observé un crecimiento de 9,4 + 0,1 a
10,2 £ 0,1 log UFC/mL (0,8 log UFC/mL) durante las 24 horas de fermentacion, en comparacion de
un crecimiento de 9,4 £ 0,4 a 11,01 + 0,01 log UFC/mL (1,6 log UFC/mL) durante las 24 horas de
fermentacion evaluada con anterioridad (Gréafica 3-1), esto puede deberse a diferencias en el pH del
sustrato como se discutird mas adelante.

Grafica 3-4: Viabilidad de VEGE 092 en la bebida inoculada durante su almacenamiento.
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En el presente estudio no se observo una reduccion de microorganismos probidticos, como se reporta
en algunos de los estudios realizados en bebidas de frutas ricas en antocianinas inoculadas con
probidticos si no un aumento de microorganismos al final de tiempo de almacenamiento en estudio.
Por ejemplo, de Oliveira et al. (2020) desarrollaron una bebida probiotica no fermentada usando
pulpa de banana, fresa y jucara (40%, 40% y 20%, respectivamente, y con un pH inicial de 4,0). En
este estudio se encontrd que una cepa de L. acidophilus mostrd una reduccion de la poblacion de
celular durante 90 dias de almacenamiento en refrigeracidn, presentando una reduccidn de menos de
1 log CFU/mL durante los primeros 30 dias, de casi 2 log CFU/mL para el dia 60 y de mas de 2 log
CFU/mL para el dia 90. Este mismo estudio reporté una tendencia similar al inocular cepas de L.
casei y L. plantarum en la bebida descrita.

Por su parte, di Cagno et al. (2011) evaluaron la viabilidad de un cultivo conglomerado de bacterias
acido lacticas (P. pentosaceus, L. plantarum y W. cibaria) en una bebida fermentada de cereza,
tomates, mora, ciruelas, uva y Aloe vera (26%, 8%, 5%, 31%, 20% y 10%, respectivamente, y con
un pH inicial de 3,5) almacenada en refrigeracion por 30 dias. Este estudio observé un aumento en
el numero de células &cido lacticas al fermentar la bebida por 24 horas a 25°C y una conservacion
de esta poblacién celular a los largo de su almacenamiento, con un descenso de solo 1,5 log UFC/mL,
pero aun con un conteo superior al inoculo inicial, alcanzando los 8,0 log UFC/mL al final del
almacenamiento. Por tanto, la fermentacion de la bebida permite incrementar el conteo de
microorganismos probioticos obteniéndose, como resultado, una mejor viabilidad que cuando no se
hace el proceso fermentativo de las bebidas.

Cambios fisicoquimicos en la bebida durante su almacenamiento

De la evaluacion del cambio de pH durante el almacenamiento de las bebidas se observo un descenso
del pH en la bebida inoculada con microorganismos probidticos en contraste con la bebida sin
inocular, cuyos valores no presentaron diferencias significativas a lo largo del almacenamiento
(Grafica 3-5). En la bebida inoculada, el pH disminuye hasta el dia 14, a partir del cual se estabiliza
en un pH de 3,3. El dia 14 corresponde al dia en que se observé un descenso en el conteo de
microorganismos probioticos en la bebida lo que puede implicar un efecto negativo en la viabilidad
del microorganismo, sin embargo, se observa que el cultivo se adapta a estas condiciones y vuelve a
crecer y el pH se estabiliza. De igual forma se observa un descenso en el pH menor al evidenciado
en la evaluacién de la cinética fermentacién pasando de 3,78 + 0,01 a 3,72 + 0,01 en 24 horas de
fermentacion, en comparacién a un cambio de 3,89 + 0,01 a 3,54 + 0,01 en 24 horas de fermentacion
en la evaluacion de la cinética de fermentacion.
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Gréfica 3-5: Cambio de pH durante el almacenamiento de la bebida con adicion de 1% de FOS
inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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El pH es un factor que influye notablemente en la viabilidad de los cultivos probidticos en bebidas
de frutas. Por ejemplo, Nematollahi et al. (2016) observaron una reduccién en la viabilidad de cepas
de L. rhamnosus, L. plantarum y L. casei en un jugo de cereza de pH 2,6, llegando a una poblacion
de cero a los 7 dias de almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, al ajustar el pH del jugo a 3,5,
la cepa L. rhamnosus perdi6 su viabilidad por completo después de 21 dias de almacenamiento y
una cepa de L. casei mantuvo su viabilidad hasta los 28 dias de almacenamiento. Recientemente,
Perjéssy et al. (2022) estudiaron la incorporacion de cepas del género Lactobacillus (L. rhamnosus,
L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum y L. fermentum) como cultivos iniciadores de la
fermentacion &cido lactica de jugos de cereza, encontrando que el ajuste del pH inicial del jugo (3,01-
3,34) hasta un pH mas neutro (5,6) permite aumentar la viabilidad de los cultivos en casi una unidad
logaritmica (de 7,47 a 8,25 log UFC/mL). Ademas, Reale et al. (2015) evidenciaron que cepas de L.
rhamnosus, L. casei y L. paracasei presentan un buen crecimiento luego de 24 h de incubacién a un
pH de 3,5, con un incremento de biomasa superior a 0,4 ODsgs unidades y Wanna et al. (2021)
reportan un conteo de microorganismos viables de 4-6 log UFC/mL de una cepa de P. pentosaceus
en medio de cultivo con un pH de 3. Asi, el pH inicial de la bebida fue adecuado para la incorporacion
del cultivo probidtico en estudio pues permiti6 obtener un buen conteo de microorganismos viables
al final de 28 dias de almacenamiento en condiciones de refrigeracion.

Por otro lado, el pH del medio también se vio afectado por el metabolismo del cultivo probiético y
viceversa. Més especificamente, se observo una produccion de &cido lactico en la bebida inoculada
con el cultivo probidtico en estudio hasta el dia 14, luego de lo cual se mantuvo constante (Grafica
3-6). Por otra parte, se observo un consumo de acido malico hasta alcanzar los 0,04 + 0,01 mg de
acido mélico por gramo de bebida en 24 horas de fermentacidn, luego de dicho tiempo este contenido
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se mantuvo constante. Estas observaciones estan de acuerdo con lo observado en el comportamiento
de la cinética de fermentacion (Gréfica 3-3).

Gréfica 3-6: Cambios en el contenido de acido lactico y acido mélico durante el almacenamiento

de la bebida con adicion de 1% de FOS inoculada con VEGE 092.
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Adicionalmente, el metabolismo del cultivo probidtico parecid ser mas lento cuando se realiz6 la
evaluacion de cambios fisicoquimicos en almacenamiento que al evaluar la cinética de fermentacion
pues, ademas de observar un descenso de pH y un crecimiento menor, se observé una produccion de
acido lactico menor (2,64 + 0,01 mg/g en comparacién a 3,98 = 0,09 mg/g). Tanto para la evaluacién
de cambios fisicoquimicos en almacenamiento como para la evaluacion de la cinética de
fermentacion se realiz6 una inoculacién que permitié obtener un conteo inicial de microorganismo
(hora 0) de 9,4 log UFC/mL. Sin embargo, el sustrato para la evaluacion de cambios fisicoquimicos
en almacenamiento tenia un pH inicial de 3,78 + 0,01, mientras que para la evaluacion de la cinética
de fermentacion el sustrato tenia un pH 3,89 £ 0,01, es decir, que el pH en el sustrato al evaluar los
cambios fisicoquimicos en almacenamiento fue ligeramente menor. De esta forma el pH de la bebida,
ademas de afectar la viabilidad del cultivo probiético, afecta la cinética de fermentacién. Asi, el
metabolismo del cultivo probiético fue mas lento a pH mas bajo (3,78 £ 0,01). Lo anterior puede ser
favorable pues genera menos cambios fisicoquimicos y sensoriales que puedan afectar la
aceptabilidad del producto final.

En cuanto al contenido de fructosa y glucosa en las bebidas se observo que éstos se mantienen
constante a lo largo del tiempo en la bebida sin inocular, sin presentar diferencias significativas a lo
largo del almacenamiento (Gréfica 3-7). Por su parte, para la bebida inoculada se observé un ligero
descenso inicial en el contenido de fructosa y glucosa durante las 24 horas de fermentacion, luego
se mantiene contante hasta el dia 14, seguido de un descenso en su contenido. Sin embargo, esta
tendencia no explica del todo la produccion de acido lactico, pues el posible consumo de glucosa
solo se da en la fermentacion y luego de 14 dias. Generalmente se reporta un descenso en el contenido
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de azucares, especialmente glucosa y fructosa, en este tipo de productos (di Cagno et al., 2011;
Mousavi et al., 2011; Mustafa et al., 2019), estos resultados sugieren el consumo del compuesto
prebidtico en la bebida durante los primeros 14 dias como fuente energética con la consecuente
produccion de &cido lactico, como se discutio anteriormente. Asi, la bebida desarrollada puede ser
considerada como una bebida simbiotica con una buena viabilidad al final de su almacenamiento en

refrigeracion.

Grafica 3-7: Cambios en el contenido de glucosa y fructosa durante el almacenamiento de la bebida
con adicion de 1% de FOS inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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La apariencia de las bebidas durante su almacenamiento en refrigeracion se muestra en la Figura 3-

1.
Figura 3-1: Registro fotogréafico de las bebidas inoculada y sin inocular (control) durante su

almacenamiento.

Fermentada Control

Durante el almacenamiento de las bebidas se observé un cambio de color, tanto para la bebida
inoculada con el cultivo probidtico como la bebida sin inocular (control), con valores AE respecto al
dia O superiores a 3,5, como se observa en la Grafica 3-8. Lo anterior implica que, segin Rezek
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Jambrak, Simunek, & Djekic (2018), el cambio de color observado en las bebidas es claramente
distinguible.

Gréfica 3-8: Cambios en el color de la bebida inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control)
durante 28 dias de almacenamiento.
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El cambio del color en el sistema CIELab se presenta la Grafica 3-9. Se observa que incluso desde
el dia 1y 7 se present6 un descenso en la variable de luminosidad para ambas bebidas. La bebida
inoculada present6 un aumento en las coordenadas a y b, mientras que la bebida sin inocular presentd
una disminucion en ambas coordenadas. Lo anterior implica que la bebida inoculada permite
conservar los tonos rojos y amarillos, en contraste con la bebida sin inocular, en la cual se observa
una pérdida de estos tonos (Mathias-Rettig & Ah-Hen, 2014). Estos cambios de tonalidad en la
bebida pueden ser observados en la Figura 3-1. Este resultado indica que la inclusién de los
microorganismos probidticos tiene un efecto positivo en términos de la pigmentacién y esta
probablemente relacionado con la acidificacion provocada por el metabolismo de cultivo probidtico
y el contenido de antocianinas, como se discutird mas adelante.

Gréfica 3-9: Representacion grafica del sistema CIELab de las bebidas inoculadas con VEGE 092
y sin inocular (control) a lo largo de su almacenamiento.
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Respecto a la viscosidad de la bebida, se observo un ligero descenso en este parametro en ambas
bebidas a lo largo del tiempo de almacenamiento (Grafica 3-10). El descenso de viscosidad fue
mayor para la bebida inoculada con el cultivo probidtico, especialmente durante el proceso
fermentativo, que para la bebida sin inocular. Esto pudo deberse al metabolismo del cultivo
probidtico, el cual interactta con los componentes en la bebida aportadas por las frutas que aportan
viscosidad a ésta, como lo son los carbohidratos, la fibra dietaria y los almidones (Giampieri et al.,
2012; Kaume et al., 2011; Singh et al., 2016). No obstante, es interesante que luego de esta
disminucién inicial, a lo largo del tiempo de almacenamiento la viscosidad de la bebida con
microorganismos probidticos se mantuvo constante, mientras que la viscosidad de la bebida sin
inocular presentd mas fluctuaciones, tal vez por las particulas en suspension gque se observan en esta
bebida en especifico, lo cual indica que la inclusion de los probioticos favorecid una mayor
estabilidad reoldgica durante el almacenamiento.

Grafica 3-10: Cambios en la viscosidad durante el almacenamiento de la bebida con adicion de 1%
de FOS inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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Efecto del almacenamiento sobre el contenido de antocianinas y compuestos fenélicos
y la actividad antioxidante

En el contenido de antocianinas se observo un descenso similar en ambas bebidas durante los
primeros 7 dias de almacenamiento, pero a partir del dia 14 la bebida inoculada con el cultivo
probiético mantuvo un contenido de antocianinas mayor, alcanzando los 4,43 + 0,02 mg C3G/100g
(degradacion del 8%), en comparacion a los 4,03 + 0,04 mg C3G/100g (degradacion del 16%) en la
bebida sin inocular, como se ve en la Grafica 3-11. Esto implica que la fermentacion de la bebida
favorecio la estabilidad de las antocianinas en almacenamiento. Esto se relaciona con el cambio de
color discutido anteriormente: la pérdida del contenido de antocianinas provocé una disminucion de
los tonos rojos y amarillos en la bebida sin inocular, mientras que el valor de estos tonos aumentd
en la bebida inoculada. También es de destacar que la fermentacion de la bebida y la consecuente
generacion de &cido lactico protegi6 a las antocianinas frente a la degradacion causadas por su
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exposicion a temperaturas de incubacion (37°C). De esta forma, se observd un contenido de
antocianinas luego de 24 horas de fermentacion a 37°C de 4,69 £ 0,13 mg C3G/100g (degradacién
del 3%) frente a un 4,21 + 0,02 mg C3G/100g (degradacion del 13%) en una bebida sin inocular
almacenada a 37°C por 24 horas.

Grafica 3-11: Contenido de antocianinas totales durante el almacenamiento de la bebida con adicion
de 1% de FOS inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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Como se mencion6 anteriormente, la estabilidad de las antocianinas observada y el cambio en la
coloracion de la bebida se relacionan también con el descenso de pH observado en la bebida
inoculada. Dependiendo del pH, las antocianinas pueden encontrarse bajo diferentes formas
guimicas, con diferentes coloraciones, donde un pH menor a 4 proporciona una mayor estabilidad
en el tono del color que proporcionan las antocianinas (Ngamwonglumlert et al., 2017). Las
antocianinas muestran su color mas intenso a un pH de aproximadamente 1 cuando las moléculas se
encuentran mayoritariamente en su forma ionizada (cation flavilio), a pH de 2 y 4 predomina la base
guinoidal, de tonalidades azul-morado-rojo, y a pH de 5y 6 se presentan especies incoloras (Varo
Santos, 2019). En general, las configuraciones estructurales que llevan a incrementar la estabilidad
en el pH también llevan a incrementar la estabilidad térmica (Fennema et al., 2008; Oancea, 2021).
Luego, el procesamiento y almacenamiento a bajas temperaturas mejora la estabilidad de las
antocianinas, induciendo una destruccion mas lenta de los pigmentos (Ngamwonglumlert et al.,
2017), como se evidencio en el presente estudio.

Algunas bacterias acido lacticas encontradas en la microbiota intestinal humana son capaces de
metabolizar las antocianinas (Jamar et al., 2017) y los metabolitos mayoritariamente generados son
compuestos fendlicos como el &cido 4-hidroxibenzoico, &cido protocatequico, acido gélico, acido
vainilico y &cido siringico (Tian et al., 2019). En el presente estudio no se observo una relacion clara
entre la fermentacion de la bebida y el contenido de compuesto fendlicos. Se observé un aumento
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de compuestos fendlicos a partir del dia 7 en la bebida sin inocular y un Gnico aumento durante el
dia 21 en la bebida inoculada, como se observa en la Grafica 3-12. El aumento en el contenido de
compuestos fenolicos observado pudo deberse a la degradacion de las antocianinas durante su
almacenamiento, que también pudo generar el rompimiento del anillo antocianico y la consecuente
generacién de compuestos fendlicos mas pequefios, mas que al metabolismo de las antocianinas por
parte del cultivo probidtico.

Grafica 3-12: Contenido de compuestos fendlicos totales durante el almacenamiento de la bebida
con adicion de 1% de FOS inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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El contenido de antocianinas y compuestos fendlicos estuvo relacionado con la actividad
antioxidante del producto. De hecho, se observé un aumento en la actividad antioxidante luego de la
fermentacion, pero sin diferencias significativas, a partir del dia 7 en almacenamiento, como se
observa en la Gréfica 3-13. Sin embargo, este aumento de la actividad antioxidante no parece
obedecer al metabolismo del cultivo probiotico, pues la bebida sin inocular presentd resultados
similares. Los valores de la actividad antioxidante, ademas de variar segun la matriz y el
procesamiento, también varia segin el método empleado y hay diferentes maneras de presentar los
resultados por lo que la comparacién entre resultados es dificil de hacer. Sin embargo, segun de
Souza et al. (2014) se puede afirmar que las bebidas desarrolladas, ya sea inoculada o sin inocular,
presentan una actividad antioxidante intermedia pues, 2-3 g de bebida, fueron capaces de inhibir el
radical DPPH entre un 40 y 55% a lo largo de su almacenamiento.
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Gréfica 3-13: Actividad antioxidante durante el almacenamiento de la bebida con adicién de 1% de
FOS inoculada con VEGE 092 y sin inocular (control).
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A diferencia de los resultados encontrados en el presente estudio, varios estudios reportan la
capacidad de metabolizar las antocianinas de varias cepas probidticas, generando un aumento en el
contenido de compuestos fendélicos y en la actividad antioxidante. Coman et al. (2018) observaron
una mayor actividad antioxidante, por DPPH, en extractos etanélicos ricos en antocianinas de frutos
rojos (ciruela, uva y sauco) fermentados con cepas probiéticas (L. rhamnosus, L. paracasei, una
combinacion de ambos y L. plantarum) que los extractos por si solos, indicando la habilidad de estos
probidticos para mejorar las propiedades antioxidantes de los extractos en estudio, ademas de
estimular el crecimiento de las cepas probi6ticas. Por su parte, Yan et al. (2019) evaluaron el efecto
de la fermentacion por parte de microorganismos probidticos (cepas L. rhamnosus y L. plantarum)
de una bebida de arandanos (polvo de arandanos en agua en relacion 1:20) con un pH ajustado hasta
6,2, encontrando un incremento en el contenido de compuestos fendlicos (de 1,07a 4,27 mg
GA/mL), un descenso en el contenido de antocianinas (de 15,41 a 5,44 ng/mL) y un aumento en la
actividad antioxidante, por FRAP (de 205,15 a 269,82 mM trolox) y TRP (de 489,00 a 662,86 mM
trolox), de la bebida de ardndanos fermentada. Wu et al. (2021) observaron un aumento en el conteo
de células viables de tres cepas con potencial probidtico (L. plantarum, S. thermophilus y B. bifidum)
al fermentar por 48 h jugos de mora y arandanos, con pH ajustado, asi como un descenso de cerca
del 30% en el contenido de cianidin-3-glucossido y peonidin-3-glucosido. Este estudio también
observd un aumento en el contenido de &cido siringico, ferdlico, galico y lactico durante la
fermentacion y un descenso en el contenido de &cido p-cumarico, protocatecuico, clorogénico,
citrico y malico, asi como un aumento en la actividad antioxidante por ABTS (de 40% a 60%).

Respecto a los efectos en el contenido de antocianinas y compuestos fenolicos y la actividad
antioxidante del almacenamiento en condiciones de refrigeracion, di Cagno et al. (2011) observaron
que el contenido de compuestos fendlicos en una bebida de frutos rojos (26% cereza, 8% tomate,
5% mora, 31% circula, 20% uva y 10% Aloe vera) inoculada y sin inocular con una mezcla de
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bacterias &cido lacticas (P. pentosaceus, L. plantarum, y W. cibaria) se mantuvo constante durante
la fermentacion y almacenamiento en refrigeracion durante los primeros 15 dias, luego de este
tiempo se dio un descenso en su contenido, presentando la bebida inoculada con contenido de
compuestos fendlicos ligeramente mayor. Este estudio también observo un descenso en la actividad
antioxidante por el método de DPPH durante la fermentacién y durante el almacenamiento de las
bebidas, siendo mayor el descenso de la actividad antioxidante en la bebida sin inocular que en la
inoculada.

A pesar de las observaciones de los anteriores estudios, el aumento en la actividad antioxidante de
la bebida no necesariamente esta relacionado con el metabolismo del cultivo probiético, como se
demostrd en el presente estudio. El cultivo probidtico en estudio parece no metabolizar las
antocianinas en la bebida, sin embargo, esto se puede deber a la disponibilidad de otros compuestos
para su consumo como el prebiotico incorporado en la bebida, los azucares y fibras aportados por
las frutas, ademas de una posible interaccidn entre las antocianinas y las proteinas existentes en este
tipo de bebidas que generan un efecto protector sobre éstas (Avila et al., 2009). Con y sin
metabolizacion de antocianinas, la inclusion de microorganismos probiéticos para la obtencion de
bebidas de frutos ricos en antocianinas fermentadas ciertamente protege la degradacion de las
antocianinas durante el almacenamiento debido al descenso del pH, asi como permite conservar
mejor el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante en este tipo de bebidas.

Evaluacién de la inocuidad microbioldgica de la bebida durante su almacenamiento en
refrigeracion.

Para verificar que la bebida desarrollada es adecuada para consumo, se evalu6 su inocuidad durante
el almacenamiento. Tanto la bebida inoculada con probi6ticos como la bebida sin inocular
presentaron un conteo de coliformes totales/mL y un recuento de mohos y levaduras <3 durante todo
el tiempo de almacenamiento, lo que implica que las bebidas cumplen las condiciones
microbiolégicas y se mantienen inocuas, por lo menos, durante 28 dias en almacenamiento en
refrigeracion. De este modo, los procesos de pasteurizacion y posterior inoculacion (para el caso de
la bebida fermentada) son adecuados para la produccién de este tipo de productos y cumplen con la
Resolucion 3929 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de la Republica de Colombia,
para refrescos de frutas.

3.3.3. Analisis sensorial

De los atributos evaluados solo se presentaron diferencias significativas, usando una prueba de
Wilcoxon con el 95% de confianza, en la apariencia de la bebida, prestando un promedio de 5,3 para
la bebida inoculada con el cultivo probiético y de 4,7 para la bebida sin inocular. Sin embargo, se
puede decir que todos los atributos evaluados presentaron una mediana de 5 (equivalente a “me
gusta”), por lo que tanto la bebida inoculada como la bebida sin inocular presentaron una buena
aceptacion en los atributos de apariencia, olor, textura, sabor y gusto general.

Adicionalmente, se quiso evidenciar qué sabores y olores eran mas predominantes en las bebidas.
De esta forma, se les solicit6 a los panelistas identificar las frutas en el sabor y el olor de las bebidas,
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dichos resultados se presentan en las Gréfica 3-14 y Grafica 3-15. Las frutas mayormente
identificadas en el olor y sabor son la fresa, banano, mora y guayaba. Al fermentar la bebida, el olor
a fresa y mora se identificd con mayor frecuencia y el del banano con menor frecuencia. Un efecto
similar se observo en el sabor, donde se identificd con mayor frecuencia el sabor amora y con menos
frecuencia el sabor a banano. Esto indica que en la bebida inoculada predominaron los sabores de
frutos rojos esperados. El olor y sabor a guayaba identificados por algunos panelistas se puede
atribuir a la similitud en apariencia de la bebida respecto a bebidas de esta fruta, lo cual pudo generar
confusion en los panelistas, mientras que el sabor a limoén identificado en la bebida inoculada se
puede atribuir a la acidez causada por al acido lactico producido durante la fermentacion.

Grafica 3-14: Frecuencia de frutas identificadas en el olor de la bebida inoculada con VEGE 092 y
sin inocular (control).
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Gréfica 3-15: Frecuencia de frutas identificadas en el sabor de la bebida inoculada con VEGE 092
y sin inocular (control).
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3.4. Conclusiones

La bebida desarrollada mostrd ser un vehiculo adecuado para la incorporacion y fermentacion con
el cultivo probidtico VEGE 092, el cual mantuvo una alta viabilidad hasta los 28 dias de
almacenamiento en refrigeracion. El proceso fermentativo del cultivo probidtico permitié mejorar la
viabilidad de estos microorganismos durante su almacenamiento. En este estudio se demostré que
un pH inicial de la bebida entre 3,89 y 3,78, una temperatura de 37°C y un tiempo de fermentacion
de 24 h fueron adecuados para el desarrollo de este producto. La adicién de los microorganismos
probidticos favorecid una mayor estabilidad de la viscosidad y una conservacion de las tonalidades
caracteristicas de las frutas durante el almacenamiento. Adicionalmente, la acidificacion de la
bebida, generada por el metabolismo del cultivo probidtico, fue favorable para la estabilidad de las
antocianinas en la bebida en el periodo de almacenamiento en refrigeracién, presentandose una
degradacion de solo el 8%, en comparacion a un 16% en la bebida sin inocular. Tanto la bebida con
inclusion de probidticos como la bebida sin su inclusion conservaron su contenido de compuestos
fendlicos y aumentaron ligeramente su actividad antioxidante durante el almacenamiento, por lo que
se concluye que este aumento en la actividad antioxidante no es atribuible a la incorporacion del
cultivo probidtico. A pesar de los cambios fisicoquimicos en la bebida inoculada, ésta obtuvo una
buena aceptabilidad en cuanto a su apariencia, olor, textura, sabor y gusto general, predominando
los sabores y olores a fresa y mora con un togue acido, siendo dicha aceptabilidad similar a la de la
bebida sin inocular. En suma, se desarroll6 con éxito una bebida simbi6tica empleando frutos ricos
en antocianinas segura, funcional y con buena aceptabilidad, que cumple con la minima dosis
recomendada de microorganismos probioticos durante 28 dias de almacenamiento.



Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Las condiciones para la obtencion de una bebida simbi6tica a partir de matrices vegetales fuente de
antocianinas fueron establecidas en el presente trabajo comparando la aptitud de pretratamientos
térmicos y no térmicos (ultrasonido), seleccionando el tratamiento térmico como mejor opcion para
garantizar la calidad microbiolégica y conservar las propiedades fisicoquimicas de la bebida. La
bebida se desarrollé a partir de una formulacién base con 7% de pulpa de mora, 8% de pulpa de
fresa, 15% de pulpa de banano y 0,05% de goma xanthan, la cual permitié tener unas condiciones
adecuadas de acidez (pH entre 4,0 y 3,7), asi como un contenido significativo de antocianinas (4,43
+ 0,02 mg C3G/100g). Como cultivo probidtico y fibra prebidtica, se seleccionaron el conglomerado
VEGE 092 (P. pentosaceus, L. acidophilllus y L. paracasei) y la fibra prebi6tica Orafti® P95
(fructooligosacaridos), respectivamente, como resultado de la evaluacion del indice y actividad
prebidtica, cuyos resultados sugirieron un posible simbiotismo entre ambos. Con base en la
evaluacion de parametros fisicoquimicos, sensoriales y microbiol6gicos, se seleccion6, para la
formulacion de la bebida una adicion de 1% del ingrediente prebidtico y 1-2% de indculo de cultivo
probidtico VEGE 092. A fin de garantizar la inocuidad del producto, un tratamiento de
pasteurizacion a 85°C por 5 min de la bebida con todos los ingredientes, previo a la inoculacién del
cultivo, demostré ser adecuado en términos de la reduccion de la carga microbioldgica inicial a
niveles adecuados para una bebida. Para la inclusion del cultivo probidtico a la bebida, se encontré
que una adaptacion previa del mismo en un medio compuesto por caldo MRS y 10% de la bebida e
incubado a 37°C durante una noche, seguido por la inoculacion en la bebida y la induccién de un
proceso fermentativo mediado por el cultivo probiético por 24 h a 37°C, fue favorable para la
viabilidad del cultivo probidtico, debido al crecimiento celular inicial.

El uso de tres estrategias para garantizar la viabilidad del cultivo probi6tico seleccionado (a saber,
adaptacion, adicion de prebidticos y uso de frutas menos acidas) en la bebida formulada permitid
obtener conteos superiores a 10 log UFC/mL del cultivo probiético al final de 28 dias de
almacenamiento en refrigeracion de la bebida, es decir, valores entre dos y tres 6rdenes de magnitud
superiores a los minimos establecidos para garantizar un efecto probi6tico por el consumo del
producto. Ademas, se determind que el proceso fermentativo del cultivo probiotico en la bebida por
24 h a 37°C fue favorable, no solamente en términos de la viabilidad de los microorganismos
probidticos, sino también para la conservacion del contenido de antocianinas en el producto final,
debido a la acidificacion que este bioproceso induce en la bebida. Un bajo consumo de la glucosa y
fructosa disponibles en la bebida durante la fermentacion y el almacenamiento sugirié un consumo
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de los FOS del prebidtico por parte de los microorganismos, lo cual constituye una evidencia
adicional de simbiotismo entre el cultivo probidtico VEGE 092 y el compuesto prebiético Orafti®
P95, que se suma al indice y actividad prebidtica encontrados. La cinética de fermentacion del cultivo
probidtico se vio afectada por el pH de la bebida, donde un descenso de 0,1 unidades de pH redujo
la velocidad de crecimiento y acidificacion. Aun asi, se comprobé que un pH inicial (previo a la
fermentacion) de 3,8 fue adecuado para el desarrollo de este producto, ya que no afectd la viabilidad
del cultivo probiético durante su almacenamiento, a pesar de la acidificacion del medio, y permitio
obtener una bebida con cambios fisicoquimicos, pero con una buena aceptabilidad frente a su
apariencia, olor, textura, sabor y gusto general. Finalmente, se determind que la inclusién de los
microorganismos probidticos y la fermentacion no fomentaron una disminucion del contenido de
compuestos fendlicos ni de la actividad antioxidante de la bebida.

Con esto es posible concluir que se desarrolld con éxito una bebida con potencial simbi6tico
(presencia de microorganismos probi6ticos y fibra prebidtica con varias evidencias de simbiotismo),
adaptable a dietas veganas, con contenido de antocianinas, inocua, con multiples funcionalidades y
con buena aceptabilidad, que cumple con la minima dosis recomendada de microorganismos
probidticos durante 28 dias de almacenamiento. Ademas, la bebida desarrollada, bajo las condiciones
establecidas, cumple con la Resolucion 3929 de 2013 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de
la Republica de Colombia para refrescos de frutas y la NTC 3549 que establece los requisitos y
ensayos que deben cumplir las bebidas de frutas.

Recomendaciones

Para el desarrollo de productos alimenticios similares se recomienda tener en cuenta las condiciones
del proceso fermentativo como el pH, latemperatura y el tiempo de fermentacién pues éstos permiten
controlar el crecimiento del cultivo probidtico y la excesiva acidificacion del medio, la cual pueda
afectar negativamente la supervivencia del probi6tico en el medio. A pesar de generar cambios
fisicoquimicos, especialmente la acidificacion del medio, se recomienda llevar a cabo un proceso
fermentativo para permitir el crecimiento de los microorganismos probioticos y garantizar una buena
viabilidad en almacenamiento.

Para explorar de manera méas profunda el posible uso de ultrasonido como método de conservacion
en este tipo de productos se recomienda trabajar volimenes pequefios, entre 50 y 200 mL, disminuir
el diametro de la sonda, entre 10 y 19 mm, y/o aumentar la temperatura, entre 40 a 60°C si se va a
trabajar en bache, o emplear un método con ultrasonido en continuo donde se trabajan volimenes
pequefios de manera continua.

Finalmente, para poder etiquetar el producto como probidtico, prebi6tico o simbi6tico es necesario
evaluar su supervivencia a lo largo de su paso por el sistema gastrointestinal y comprobar su
funcionalidad y los beneficios a la salud del consumidor que puede proveer, ya sea por méetodos in
vitro o in vivo.
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Anexo 2: Fichas técnicas de cepas probioticas comerciales

CULTURES DIVISION
www.danisco.com

Paginal /2

Fecha de actualizacion: 26 de mayo de 2017

PRODUCT DESCRIPTION - PD 225973-5.0ES

HOWARU® Rhamnosus LYO 40 DCU
HOWARU® Premium Probiotics

Descripcion

DANISCO

First you add knowledge...

Cédigo del producto 1250491

Especificaciones microbioldgicas

Cultivo concentrado liofilizado para inoculacién directa
en tina

cultivo mono-cepa

Instrucciones de uso

Desinfectar el area de abertura con etanol (aprox. 70
%) antes de abrir el envase. Cortar y adicionar el
cultivo a la leche bajo condiciones asepticas Hay que
considerar que el total contenido del sobre tiene que
aplicarse para asegurar la constante calidad del
producto.

No aceptamos ninguna responsabilidad en caso de
aplicaciones indebidas.

Composicion

Lactobacillus rhamnosus HNOO1

Caracteristicas

Después de la proyeccion de importantes
propiedades in vitro, HOWARU® Rhamnosus LYO 40
DCU ha sido seleccionada a partir de 2000 cepas. La
cepa se ha demostrado en varios estudios con
animales y humanos para fortalecer los aspectos
importantes del sistema inmune. La seguridad de
HOWARU® Rhamnosus LYO 40 DCU para el
consumo humano fue asegurada por varios estudios
in vitro y en animales.

Control de calidad Microbiélogico-metodos y valores
estandars.

Recuento celular >= 4 0E+12 CFU/bolsa™*

Bacteria no acido lactico <500 CFU/g
Enterobacterias <10 CFU/g
Levaduras y Moldes <10 CFU/g
Enterococci <100 CFU/g
Coagulase-positive <10 CFU/g
staphylococci

Salmonella spp neg./25¢g
Listeria monocytogenes neg./25¢g

Los métodos analiticos estan disponibles por la peticion
** 1 DCU = 1.0E+11 CFU (Unidad Formadora de Colonias)

Almacenamiento

18 meses desde la fecha de produccion a <=-18°C
6 meses de la fecha de envase a +4°C

Embalaje

folio laminado PE,PET Al

Cantidad

Contenido >= 40 DCU / bolsita

Pureza y legislacion

HOWARU® Rhamnosus LYO 40 DCU responde a
las exigencias impuestas por la legislacion de la
Union Europea.

Las regulaciones locales deben ser siempre
consultadas en relacién al estatus del producto, ya
que la legislacion sobre el uso del producto en
alimentacion puede variar de pais en pais.

Seguridad y manipulacién

La ficha de seguridad esta disponible bajo peticion.

Los datos que se incluyen en esta publicacién son el resultado de nuestros propios trabajos de investigacion y desarrollo y son fiables, a nuestro leal saber y
entender. No obstante, los usuarios deberian realizar sus propios ensayos para determinar la adecuacién de nuestros productos a sus objetivos concretos y la
situacion legal para el uso previsto. La informacion aquf recogida no debe considerarse como garantia alguna, expresa o implicita, y no se acepta responsabilidad

alguna por infracciones de ninguna patente.
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CULTURES DIVISION
www.danisco.com

Page 1/2
Valid from: October 16, 2019

PRODUCT DESCRIPTION - PD 274560-3.0EN

DANISCO® VEGE 092 LYO 100 DCU
DANISCO® VEGE Cultures

Description

DANISCO

First you add knowledge...

Material no. 91092

Microbiological specifications

A blend of defined strains of lactic acid bacteria for
direct vat inoculation and fermentation of plant-based
food and beverages.

The culture is a freeze-dried powder.

Usage levels

Product Dose
Vegetal/Plants 10-20DCU /1001

The quantities of inoculation indicated should be considered as
guidelines.

We do not accept any liability in case of undue application.
Supplement cultures may be required depending on technology,
protein, fat content and product properties desired.

Directions for use

Sanitize sachet with chlorinated water or appropriate
sanitizer before opening (blot dry with a paper towel if
necessary to prevent clumping around sachet
opening).

Once the sachet is open, pour the culture directly to
the pasteurized mix.

Agitate for approximately 15 to 30 minutes on low
speed to avoid foam and air introduction.

The whole content of the sachet has to be applied in
order to guarantee constant product quality.

Composition

Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus acidophilus (NCFM®)

Microbiological quality control - standard values
Total cell count >=1,0E+13 cfu/sachet

Non-lactic acid bacteria <500 CFU/g
Enterobacteriaceae <10 CFU/g
Yeasts and Moulds <10 CFU/g
Enterococci <100 CFU/g
Clostridia Spores <10 CFU/g
Coagulase-positive <10 CFU/g
staphylococci

Salmonella spp. neg./25¢g
Listeria monocytogenes neg./25¢g

Analytical methods available upon request

Storage

12 months from date of production at <= 4°C

Packaging

Sachets made with three layers of material
(polyethylene, aluminium, polyester).

Quantity

Selling unit: 1 carton containing 50 sachets.

Purity and legal status

DANISCO® VEGE 092 LYO 100 DCU meets the
specification laid down by the EU legislation.

Local regulations should always be consulted
concerning the status of this product, as legislation
regarding its use in food may vary from country to
country.

Safety and handling

SDS is available on request.
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Anexo 3: Fichas técnicas de sustancias prebioticas

Product Sheet bened

DOC A4-03/003, Orafti®GR, 1/4 connecting nutrition and health

Orafti®GR

Description ° Orafti®GR is a food ingredient consisting mainly of inulin derived from
chicory. Orafti®GR is a GRanulated powder.

° Inulin consists of oligo- and polysaccharides composed of fructose
units linked together by R-(2,1)-linkages. Almost every fructose chain
is terminated by a glucose unit. The number of fructose and glucose

units in inulin (Degree of Polymerization = DP) ranges mainly
between 2 and 60.

Specifications

Physical and Chemical Parameters

Parametor | Limit__| unit__| Reference method

Inulin min 90 g/100 gd.m. AOAC 997.08 Each batch?
Glucose +fructose + sucrose max 10 g/100 gd.m. AOAC 997.08 Each batch?
Dry matter (d.m.) 97+2 g/100 g Vacuum (<35 mbar, 70 °C, 20 h) Each batch
pH (10 g/100 g) 61 Potentiometric (20 °C) Each batch
Conductivity (15 g/100 g) max 250 uS/cm ICUMSA GS2/3/9-17, adapted Each batch
Ash (sulphated) max 0.2 g/100gd.m. ICUMSA GS3/4/7/8-11, adapted Monitoring
Arsenic (total) max 0.03 mg/kg ICP-MS Monitoring
Lead max 0.02 mg/kg ICP-MS Monitoring
Mercury max 0.01 mg/kg ICP-MS Monitoring
Cadmium max 0.01 mgkg ICP-MS Monitoring

or validated equivalent
2 CoA: % carbohydrates (HPLC)

2 16 801 301 + Fax <32 16 301 308 SU?; CKER

BENEO-Orsfti SA Office Tienen: A ar 2
RPN Libge 0413.631.556 GROUP

M

Corporate Seat: Rue Louis
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Product Sheet bened

DAOE Ad-DEE0E, a5 T Gal, 1M earrsrchived npbrition and health
Orafti®ST-Gel
Description & Orafi*ET.Gel is @ food ingredient corsisting mainly of inulin desived

from chicary. Orafti®ST-Gel is a spedal instant powdar.

&  |ruibin consists of aligos and polysaccharides composed of fuciose
urits linked ingether by Qef2, 1 =inkages. Almost every fructoss chain
is iermireied by a glucose unil. The number of fruchose and glucose
urits in inulin (Degree of Polymerization = OF) ranges mainky
between 2 and G0,

Specifications

Physical and Chemical Parameters

 Parametor | umi uni | seorence mainor

Inilin miin: 50 o0 g dm. AOANC 997.08 Each batod
Gluchss+ inscioss + sucrose max 90  pM00gdm. AQAC 997.08 Each batd
Dy mnariier (dm.) b CoF- oD ‘Waowam (<35 mbar, 70 "C, Z0h) Each batoh
pH {10 o100 g) Bx1 Potanlismaetric {20 "C) Each balok
Condscbivity {15 /100 gl mas 250 pShem ICURASA GEIAM- T, adapted Each batok
Ash (sulphabed) mia 0.2 o0 g dm.  IKUMSA GEIATE-11, adapled  Monhoring
Arsonic (dall mas 103 mgkQg ICPM5 Afonhoring
Lizad mas 302 mgkp ICP-MS Elonhoring
Marciry mas 01 mgkg ICPMRS Aonhoring
Cadmdum max 01 mghg ICP-ME Monkoring

1 o wald aiod eacl vad oni
1 Codf: % narbofrpdrates {HPLC)

Sl

EHID-Orefi Bk ¢ Ter Trers dorsereesias | - 059 Teses - Breiges © Fmse o017 B KD 10D - Fao w13 o3 e SODZLUCKER
Compmaiy Tt B ey W pagrk M e 0 Beipear o s beeg s 0 costectiiiserge e o B0 Dige BUTET] TR RAMLE
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benee

oraftl

Hoja de Especificaciones
Orafti®P95

DoE CHAS-O4*18M1

Especificacion

Rescripclon

Craft“PaE = &5 un polwo gue cordene princicaimente cllgotuchoss produckls por
Fildrdlisls enzdméfca perdal de irollne de achicoa.

= =g un ingrediemis allenticlo compuesio de olgofuciosa, fuciosa, plucosa
¥ ESCANSA.

Cligofruatocy » =5 una mezria de olgosacsridos compuesios de unidsdes de fuciosa
wrildas enire sl mediante enisces B[2-1). Fakes o= estxs moliculas S=rmiman
con una unidad de= glucosa. E] recosnte de unidades o= fnacinss o glaonss
{=gradc de pollmerizackin o DF) o= la gama e Inullnas de achikcoda 5=
Fealls prindpalmesie entre 2 y £,

Eapfcifcgclonss ds comooaicion

kdoocos anallficos: wer nuesros foleios BEonlcos.

Slgofuciosa” = 53.2 gHO0g
Scosa = fracinsa + sstarcsa” 2 8.8 gHodg
Meeris seca (grav.] {97 = 2 100g
Conienldo en carbobidratos® = 555 gHO0g
Cerizas (sulfaiadas)” = Q0.Z2griD0g
Comdocthidad (w= 2500M009) < 250 p3im
Metales pesados” =hs [LOZ mgikp
Az £ 0.03 mpg
i, Hy cads uno 50,01 kg
pHw=S0EMDXE OM)  S0azv.l

" enpressdos gobre maberia seca (grav.).

Eagsclicacionss MICroDIIoqicas

Todos oz valones 5= sxpresan sobre materh s=ca.
Mimodos anallicos: wer nuesins. foli=ins bEcnicos.

Arndbics mesaflios = recuento fotal
Levaduras

Mohos

Ssporas asrobicas srmofias
Esporas iemoflas anasndbicas produchoras de H28
Enierobacheriacsse

Bacllus cereus

StapHliococc] coapalass posHw
Escherdchia coll

Ciostridia

Salmonell

Lsieris

P25 CTHAI-04-10-1 1.

[T B ]

maa. 1000 cfu porg
maa. 20 cfu por g
max. 20 oy por g
maa. 1000 cfu porg
maa. 25 cfu por g
negadvo en 19

sarberrrndrasd |, 8 1S Tareer Bk - Srear 30 06 K BH - Pan o0 GBI BB bl E HIS: Chali cee - s BPH PSS Cra Fioams
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