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RESUMEN

El lactosuero es un coproducto de la industria lactea con multiples usos industriales
potenciales. Uno de ellos consiste en la elaboracion de bebidas lacteas fermentadas
funcionales, que aumentan su valor agregado. Ademas, aportan beneficios para la salud
para una poblacion que busca mejorarla a través de la alimentacion. Existen multiples
procesos de elaboracién y formulaciones que permiten aprovechar los beneficios
funcionales y prebioticos que ofrece el lactosuero. Las cepas probioticas utilizadas en la
fermentacion, adicionalmente aportan beneficios funcionales. En este trabajo se presento
una revision bibliogréafica de diversos estudios sobre elaboracion y formulaciones de estas
bebidas. También se present6 un conjunto inicial de ingredientes, marco normativo técnico
y acreditaciones que puede cumplir un fabricante para estos productos. Dicha revision
permitié comprobar que existe un potencial investigativo, industrial y comercial amplio y
aun sin explotar plenamente.

Palabras clave: Lactosuero, bebida funcional, fermentacion, probidtico.
ABSTRACT

Whey is a coproduct of dairy industries with many multi-purpose potential applications.
One of them consist in manufacturing of functional fermented dairy beverages, which
increase its value added. Besides, these beverages bring benefits for health in a population
seeks to improve it through feeding. Multiple manufacturing process and formulations exist
that allow to take advantage of functional and prebiotic benefits that whey offers. Probiotic
strains used in fermentation, additionally provide functional benefits. This paper presented
a bibliographic review about various studies about manufacturing and formulations of this
beverages. Also, it presented an initial group of ingredients, technical regulatory framework
and accreditations that a manufacturer can comply for these products. This review allowed
to prove that exist an investigative, industrial and commercial comprehensive potential and
yet not fully exploited.

Keywords: Whey, functional beverage, fermentation, probiotic.
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1 INTRODUCCION

Existe una relacion directa entre alimentacién y salud a lo largo del ciclo de vida humano
(FAO y OMS, 2003). En Colombia, para 2015 las mayores causas de muerte consistieron
en enfermedades isquémicas del corazon (16,3 %) y enfermedades cerebrovasculares (7,0
%) (DANE, 2017a). Ademas, uno de cada dos colombianos presentd exceso de peso para el
afio 2010 (ICBF, 2010). Estas enfermedades guardan relacion directa con el exceso de peso
y la ingesta desmedida de azucares y grasas (FAO y OMS, 2003). Asi, éticamente la
industria debe ofrecer mas productos que estén acordes a esta situacion de Salud Publica. A
su vez, la academia debe realizar més investigaciones pragmaticas que sigan impactando la
sociedad de manera positiva.

El lactosuero (LS) es un coproducto de la fabricacion quesera, produciéndose de 8 a 9 I/kg
queso (Oliveira et al., 2016). En Colombia, el consumo per cépita de quesos es de 1,3
kg/afio (FEDEGAN, 2015), lo cual implica un potencial de 659 MI de LS con posibilidades
para el uso industrial (DANE, 2017b). Sin embargo, el consumo de queso es incipiente al
compararlo con 26,3 kg per cépita de Francia (FEDEGAN, 2015). La produccion de
derivados del LS generara mayor rentabilidad para la industria lactea, cuyo mercado es
creciente (La Opinion, 2017). Ademas del valor agregado, se generan beneficios como la
proteccion del ambiente y la generacion de empleos (Motta-Correa y Mosquera, 2015).

Gracias a su contenido de lactosa, el LS es utilizado como un sustrato para la fermentacion
bacteriana (Cury-Regino et al., 2014). A partir de este proceso, se elaboran bebidas que
poseen propiedades sensoriales, nutricionales y funcionales deseables (Jeli¢i¢, Bozani¢ y
Tratnik, 2008). Se ha investigado el desarrollo de productos, obtencion de etanol, bebidas
funcionales y alcoholicas con diferentes microorganismos (Motta et. al., 2015; Oliveira et
al., 2016). Se han otorgado alrededor de 7800 patentes (Google Patents, 2016), y se
reportan permanentemente resultados de investigacion sobre esta tematica (Science Direct,
2016).

Este trabajo consistio en una investigacién bibliografica sobre los tipos de bebidas
funcionales del LS fermentado. Ademas, se recopiléd informacidon sobre las principales
tecnologias utilizadas y las variables de proceso involucradas en su produccién. Asi, se
redacté un documento para mostrar las opciones, medios y condiciones de desarrollo de
productos afines actuales. Todo con el fin de aumentar el uso intensivo de LS en productos
funcionales en Colombia.
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2 OBJETIVOS
2.1 GENERAL

Compilar y analizar bibliografia actualizada sobre bebidas de suero lacteo fermentado,
tecnologias y efectos de variables del proceso.

2.2 ESPECIFICOS

e Recopilar y comparar informacion sobre tipos de bebidas de suero lacteo fermentado y
sus procesos de elaboracion.

e Analizar informacion sobre los microorganismos probidticos involucrados en la
elaboracion de bebidas lacteas a partir de LS fermentado.

e Evaluar de manera critica la informacion recolectada.
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3 VIGILANCIA TECNOLOGICA

Con el fin de comprender la importancia del tema en estudio, se realiz6 una revision de las
publicaciones registradas en SCOPUS (Scopus, 2017). En la Figura 1 se observa el nimero
de documentos publicados en las mejores revistas a nivel internacional en los ultimos 10
afios. En la Figura 2 se presentan las revistas que mas han publicado sobre esta tematica;
siendo Journal of Dairy Science, Lwt Food Science and Technology y Mljekarstvo las que
ocupan los tres primeros lugares. En la base de datos, se registran 180 articulos en 60
revistas restantes.
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Figura 1. Documentos publicados por afio
Fuente: Scopus, (2017)

J Sci Food & Agr
Int J Food Microbiol I
Appl Microbiol Biot ——
Agro Food Ind Hi Tech [
J Food Sci & Technol
Hemijska Industrija I
Mijekarstvo
Lwt Food Sci & Technol -
J Dairy Sci

2 3 4 5 6 7 8 9 10
Avrticulos publicados

Figura 2. Revistas que han publicado acerca de bebidas de lactosuero fermentado
Fuente: Scopus, (2017)

En la Figura 3 se listan los autores que mas publican sobre esta tematica. Las profesoras
Marica B Rakin y Maja Vukasinovic de la Universidad de Belgrado son quieres ocupan el
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primero y segundo lugar, respectivamente; compartiendo el segundo lugar se encuentra la
doctora Fernanda Mozzi del Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA)-CONICET
de Argentina. En la base de datos se registran mas de 130 autores con menos de cinco
articulos publicados.

Krunic, T.
Hébert, E. I
Haertlé, T I
Cruz, A. I
Chobert, J.
Bozanic, R.
Pescuma, M. I
Mozzi, F. I —
Bulatovic, M. I —
Rakin, M.

Acrticulos publicados

Figura 3. Numero de publicaciones por autor
Fuente: Scopus, (2017)

En la Figura 4 se presentan los paises de origen de las publicaciones. Se observa que los
paises lideres en investigacion en el tema son Brasil y Argentina. Se reportan en Scopus 34
paises con menos de 5 publicaciones.
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Figura 4. Paises que mas han publicado acerca de bebidas de lactosuero fermentado
Fuente: Scopus, (2017)
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En la Figura 5 se observa que la mayoria de publicaciones han sido articulos, tan solo el
7,9% han sido revisiones cientificas. Por lo cual, esta investigacidn tiene gran importancia a
nivel cientifico y sera un aporte importante para la ciencia.

3,9% 1.3%
5,3%

7,9%
® Articulo

m Revisién
Capitulo de libro
Documento de congreso

m Libro

82,2%

Figura 5. Tipo de documentos publicados
Fuente: Scopus, (2017)

4 LACTOSUERO
4.1 DEFINICION

El LS es la fase liquida resultante de la precipitacion de caseina y separacion de grasa de la
leche por sinéresis. Asi como en la fabricacion del queso, nata, leche desnatada,
mantequilla, extraccion de caseina y procesos afines (Ramirez-Navas, 2015). EI LS es una
emulsion de lipidos dispersos en una solucion acuosa de polisacaridos, proteinas, vitaminas
y minerales (Berlitz, Grosch y Schieberle, 2009). Contiene aproximadamente 50% de
nutrientes de la leche, de alto valor bioldgico. Este porcentaje varia debido a la calidad de la
leche coagulada, tipo de queso y sistema de coagulacién. Estd compuesto por 94% p/v de
agua, 4,5-5% de lactosa, 0,6-0,8 % p/v de proteinas, 0,4-0,5% de grasas y 8-10% de
extracto seco en sales minerales (Jeli¢i¢ et al., 2008). Sus proteinas tienen una mayor
concentracion de aminoacidos de cadena ramificada y de aminoacidos esenciales. Por esto,
son consideradas de alto valor biologico (Galdamez-Gutiérrez et al., 2009).

Sensorialmente, el LS puede presentar un color amarillo intenso, principalmente si se usan
colorantes en la elaboracion del queso, como el cheddar (Wadhwani y McMahon, 2012).
Un color amarillo verdoso claro corresponde a la falta de colorantes, y es el resultado de su
albimina, B-carotenos, calcio, entre otros (Poveda, 2013). EI LS de cabra y bafala es mas

11
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palido debido a la ausencia de B-carotenos en la materia prima (Brandao, De Carvalho y
Bell, 2016; Patifio, 2011). EI LS posee turbiedad apreciable gracias a su contenido de
lactosa, proteinas y otros sélidos en suspension (Hernandez et al., 2012). Sin procesar, su
flavor es fresco aromatico dulce, con un sabor marcadamente acido, con notas dulces y
amargas (Mattos, 2015). Al almacenarse decrece el flavor aromatico dulce, y se incrementa
el flavor a carton y oxidacion lipidica (Park, Parker y Drake, 2016).

Reoldgicamente, la viscosidad aparente es directamente proporcional a la concentracion de
solutos y proteinas. Presenta cambios de comportamiento newtoniano a pseudopléstico, con
dependencia del tiempo (Tang, 1993). La solubilidad de sus proteinas esta influida por el
pH, la temperatura y la concentracion. En general son menos solubles al aumentar la
temperatura, con pH de 4,5-5,2 incrementandose en pH alcalinos. Por lo tanto, para obtener
mayor solubilidad y menor turbiedad, suele usarse pH &cido y alta temperatura, pero se
produce astringencia. Por ello, para reducir la turbiedad a un pH neutro se puede aplicar
ultrasonido, que no afecta negativamente sus propiedades sensoriales (Martini, Potter y
Walsh, 2010).

El LS es considerado una de las mayores fuentes de contaminacion de la industria lactea
cuando es desechado. Al ser vertido en el suelo modifica su estructura quimica, afectando
el rendimiento de los cultivos. Si es desechado en cuerpos de agua, reduce la vida acuética
por el agotamiento del oxigeno disuelto. Su demanda bioguimica de oxigeno puede llegar a
50 000 mg/L, por ello se investiga activamente su utilizacién como co-producto (Panesar et
al., 2007).

4.2 TIPOS DE LACTOSUERO
En la Tabla 1 se presenta una comparacién de nutrientes entre LS dulce y acido.

Tabla 1. Nutrientes en el lactosuero dulce y acido

Componente LS dulce (g/L) LS &cido (g/L)
Sélidos totales 63.0-70.0 63.0-70.0
Lactosa 46.0-52.0 44.0-46.0
Proteina 6.0-10.0 6.0-8.0
Grasa 5.0 4.0
Acido lactico 2.0 6.4
Cenizas 5.0 8.0
Calcio 0.4-0.6 1.2-1.6
Fésforo 1.0-3.0 2.0-45
Cloro 1.1 1.1

Fuente: Singh et al. (2015).

12
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El LS puede clasificarse de acuerdo a su pH en dulce, de mediana acidez y acido. EI LS
acido se obtiene por coagulacion lactica o mixta, con adicion o no de &cidos organicos o
minerales (Mattos, 2015). EI LS dulce se obtiene debido a una hidrolisis especifica de la k-
caseina, resultante de la coagulacion enzimatica. Tiene un valor de pH proximo al de la
leche inicial y no varia su composicion mineral. EI LS acido presenta un pH cercano a 4,5
por su contenido de &cido lactico, y 80% de los minerales iniciales (Ramirez-Navas, 2015).

5 FERMENTACION

Las civilizaciones antiguas descubrieron una forma econdmica de preservar alimentos a
través de la fermentacion. La fermentacion de leche, cereales y otros sustratos para producir
bebidas funcionales tiene origenes ancestrales. Se ha encontrado evidencia arqueoldgica de
produccion de cuajada en el norte de Europa, hace 8000 afios (Salque et al., 2013).
También, se ha encontrado por analisis proteémico, leche fermentada por nodulos de kéfir
de 3500 afios en Asia (Yang et al., 2014).

Actualmente, gracias a las técnicas biotecnoldgicas contemporéaneas, se han investigado
estas bebidas ancestrales y se ha verificado sus propiedades funcionales. Con base en esas
investigaciones se desarrollan nuevas generaciones de bebidas fermentadas funcionales
(Marsh et al., 2014).

En Colombia, se han realizado varios trabajos sobre la tematica, por ejemplo: se ha
producido una bebida a partir del LS obtenido de la elaboracion de mantequilla (Charris-
Oeding y Rois-Romero, 2001). También, a partir del LS dulce, saborizandolo con maracuya
(Passiflora edulis) y enriqueciéndolo con vitamina A y D (Sepulveda-Valencia, Florez-
Florez y Pefia-Alvarez, 2002). En otro trabajo se utilizo LS proveniente de la elaboracion
de queso costefio, en una bebida deslactosada, saborizada con maracuya y enriquecida con
L-glutamina (Martinez-Rodriguez, 2012). Se ha desarrollado yogur con LS dulce
(Marulanda-Olier, 2012), y una bebida lactea con curuba (Passiflora mollissima Bailey)
(Sanchez, Sepulveda y Rojano, 2013). Se ha utilizado LS para la elaboracién de éacido
citrico a partir de cepas de Aspergillus niger (L6opez-Rios et al., 2006). Se han optimizado
las condiciones de produccion de &cido lactico con LS de leche caprina (Plata, Ramirez, y
Riafio, 2012). Se han identificado molecularmente bacterias productoras de
polihidroxialcanoatos en co-productos de lacteos y cafia de azlcar (Cardona-Echavarria,
Mora-Martinez y Marin-Montoya, 2012). Otros estudios involucraron LS vacuno (Garcia,
Arréazola, Villalba, 2013), y la fermentacién de LS acido vacuno desproteinizado (Cury-
Regino et al. 2014).

13
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En cuanto a revisiones bibliograficas, las tematicas tratadas sobre LS son: el papel
funcional de las bacterias acido-lacticas, describiendo el proceso de fermentacion en
lacteos, las cepas involucradas y el avance actual sobre el proceso (Parra-Huertas, 2010). El
aprovechamiento del LS como sustrato para minimizar la contaminacion (Araujo-Guerra,
Monsalve-Castro y Quintero-Tovar, 2013). El empleo del LS como materia prima en la
industria de alimentos (Motta-Correa et al. 2015). La obtencién de derivados del LS y el
desarrollo de nuevos productos (Ramirez-Navas, 2015), entre otros.

5.1 GENERALIDADES DE LA FERMENTACION

La fermentacidn consiste en la obtencidn celular de energia evitando el uso de oxigeno. Se
clasifica en homo y heterofermentacion, cuyos productos son acido lactico unicamente, o
junto a etanol y COz, respectivamente (Berlitz et al., 2009). Proporciona cinco propositos
generales: 1) Diversificacion de aspectos sensoriales. 2) Conservacion de alimentos a través
de acido lactico, etanol, acido acético y fermentaciones alcalinas. 3) Enriquecimiento de
alimentos con proteina, acidos grasos esenciales y vitaminas. 4) Reduccion de agentes
toxicos y 5) Disminucion de los tiempos de coccion y de energia requerida (Ramirez-
Navas, 2012). En el Figura 6 se observa un esquema de las vias de fermentacion de una
bacteria acido-lactica.

/ e \
Fru-1-6-DF Fru-6-F Glc-6-F
| |
¢ ¢ Gluconato-6-F
v il- 1 -4-
Fru-1-6-DF Acetil-F Eritrosa-4-F ¢

ru-6-F
Xilulosa-5-F

Pcntisa-F '
v

; . Triosa-3-F  Acetil-F
Triosa-3-F Acetil-F  Triosa-3-F 1
]
Piruvato Piruvato Piruvato
v l l Acetato
Lactato Acetato Lactato Lactato (Etanol)

Figura 6. Vias de la fermentacion para una bacteria acido lactica

A: Homofermentacion, B: Ruta metabolica Bifidus, C: Heterofermentacion.
Fuente: Berlitz et al., (2009).
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En cuanto a la cinética general de la fermentacion, se tienen por lo general cuatro fases: 1)
Adaptacion o retraso, donde los microorganismos inoculados en medio fresco comienzan a
establecer sus colonias. 2) Exponencial o reproductiva, caracterizada por el rapido
crecimiento de las colonias una vez el medio comienza a ser asimilado. 3) Estacionaria, en
un proceso cerrado, cesa el crecimiento por el aumento de desechos y la disminucion de
nutrientes. Se obtiene la maxima poblacién de microorganismos y sus funciones celulares
contintan, produciendo metabolitos secundarios debido a la escasez de medio fresco. 4)
Decline o muerte, aunque el conteo microscopico directo puede ser constante, disminuyen
los microorganismos viables debido a la disminucion total de nutrientes. La duracion de las
fases, los productos y co-productos obtenidos dependen muy sensiblemente de las
condiciones de proceso (Ramirez-Navas, 2012). En el Figura 7 puede observarse un
esquema de esta cinética general.

Biomasa

Concentracion

K %, Lactosa

s,
- )
a® ey
amm Hrire
AL

‘ vl vl .l N

Retraso | Exponencial I Estacionaria Decline |

Tiempo de fermentacion

Figura 7. Esquema de la cinética general para la fermentacion
Fuente: Ramirez-Navas, (2012).

5.2 TIPOS DE FERMENTACION

El objetivo fundamental de la industria de las fermentaciones es minimizar costes e
incrementar los rendimientos. Este objetivo puede alcanzarse si se desarrolla el tipo de
fermentacion mas adecuado para cada paso en particular. A continuacién, se explicaran los
tipos de procesos para fermentaciones a nivel industrial.

5.2.1 Fermentacion por lote
Una fermentacion por lotes, también llamada discontinua o por batch, se considera un

sistema cerrado. Al inicio de la operacion se afiade la solucion esterilizada de nutrientes y
se inocula con el microorganismo. En este tipo de proceso sdlo se agregan aire para
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oxigenar los microorganismos, ademas de antiespumante y reguladores de pH. Asi, la
incubacién se lleva a cabo en condiciones Optimas de fermentacion. En los procesos
comerciales la fermentacion frecuentemente se interrumpe al final de la fase estacionaria o
antes de que comience la fase de decline. Se realiza asi para obtener metabolitos primarios
0 secundarios, respectivamente (Mateos, 2000).

Gas

-

E— Biorreactor

Producto

Recuperacion de
> P >

" productos in situ

Alimentacion

Co-productos

Figura 8. Esquema de la fermentacién por lote
Adaptado de Ranjan y Moholkar, (2012).

5.2.2 Fermentacion alimentada (fed-batch)

En el proceso anteriormente descrito, todos los sustratos se afiaden al principio de la
fermentacion. Una mejora del proceso cerrado discontinuo es la fermentacion alimentada
que se utiliza en la produccion de penicilina. En los procesos alimentados, los sustratos se
afiaden escalonadamente a medida que avanza la fermentacion. La formacion de muchos
metabolitos secundarios estd sometida a represion catabolica (efecto glucosa). Por esta
razon, los nutrientes se afiaden en pequefias concentraciones durante la fase de produccion
(Mateos, 2000).

5.2.3 Fermentacion continua

En la fermentacién continua se establece un sistema abierto. La solucion nutritiva estéril se
afiade continuamente al biorreactor y una cantidad equivalente de solucion utilizada de los
nutrientes, con los microorganismos, se extrae simultaneamente del sistema. La
fermentacion continua no se utiliza de forma general industrialmente debido a una mayor
experiencia en fermentacion discontinua. No obstante, el coste de produccion mediante
cultivo continuo es potencialmente inferior al de cultivo discontinuo. Asi, se han instalado
plantas para la produccion continua de proteina de origen unicelular a partir de n-alcanos,
compuestos C1 y almidones (Mateos, 2000).

Muchas fermentaciones para la produccién de metabolitos funcionan bien como procesos
continuos. No obstante, a nivel industrial s6lo unos pocos procesos han resultado utiles por
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varias razones, entre ellas. 1) Muchos métodos de laboratorio operan continuamente
durante 20 h a 200 h. Para que sea de utilidad industrial el sistema debe ser estable durante
al menos 500 h a 1 000 h. 2) Mantener las condiciones estériles a escala industrial a lo largo
de un largo periodo de tiempo es dificil. 3) La composicion de los sustratos debe ser
constante a fin de obtener una produccion maxima. Las composiciones de las soluciones de
nutrientes industriales son variables (liquido de maceracion del maiz, peptona, etc.). Todo
lo cual puede originar cambios en la fisiologia celular y disminuir la productividad. 4)
Cuando se utilizan cepas de alto rendimiento se producen mutantes degenerados, que
pueden crecer mas deprisa agotando nutrientes. Asi, menos cepas de produccion sintetizan
el producto de interés y disminuye el rendimiento (Mateos, 2000). En la Figura 9 puede
observarse un esquema de esta fermentacion.
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A
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Figura 9. Esquema de la fermentacion continua
Adaptado de Ranjan y Moholkar, (2012).

5.2.4 Reactores de enzimas o células inmovilizadas

Consiste en transportar el medio fresco a traves de un biorreactor, en el que por diversas
técnicas se han inmovilizado células o enzimas. En el biorreactor reacciona
bioquimicamente y se recupera el producto transformado tras su paso por la columna. Asi,
se eliminan la inestabilidad del sistema continuo, y el producto resultante no contiene
celulas. Presenta el inconveniente de que no todos los microorganismos pueden
inmovilizarse (Mateos, 2000).

Existen tres métodos de inmovilizar las células: 1) Asociacion fisica mediante resinas de
intercambio idnico. Su inconveniente consiste en que la union se puede romper facilmente.
2) Union covalente mediante glutaraldehido, tolueno, di-isocianato, iodo-acetil-celulosa.
Proporciona unién fuerte, aunque puede causar inactivacion. 3) Atrapamiento mediante
colageno, gelatina, agar, alginatos, poli-acril-amida, poliestireno. Es el método mas
utilizado en inmovilizacién de células. Para ello se mezclan las células con el polisacérido
liquido y posteriormente se deja enfriar para que solidifique. Finalmente se fragmenta o
granula y se empaqueta en una columna (Mateos, 2000).
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5.3 FERMENTACION DE LS

A nivel de lacteos, los productos fermentados involucran diversos microorganismos, como
bacterias y levaduras. Las bacterias generalmente pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Escherichia y Pediococcus (Berlitz et al., 2009), las levaduras a
los géneros Kluyveromyces y Aspergiller (Oliveira et al., 2016). En la Figura 10 se presenta
un esquema de la fermentacion de la lactosa presente en el LS:

Lactosuero )
Lactosa" T H,O —gekdoidsa_, Galactosa + Glucosa + Lactosa
actosa
Alcohol, Bacteriocinas,
Calact Bebidas, Biomasa,
alactosa
o Biogases, Biopolimeros
m.o. especifico ’ ’ .
Lactosa + + P E——— ) o + CO, +Energia
C Enzimas, Insecticidas,
ucosa
Solventes, Tensoactivos,
Vitaminas, etc.

Figura 10. Esquema general de la fermentacion de la lactosa del lactosuero
Fuente Ramirez-Navas, (2012)

La fermentacion lactica ocurre mediante microorganismos iniciadores o cepas probidticas
(Skudra et al., 1998). Se han modificado genéticamente cepas de S. cerevisiae con genes de
microorganismos del género Kluyveromyces, Aspergiller y Escherichia Coli. Esto permite
crear cepas que fermentan la lactosa enzimaticamente, por medio de sus secreciones. Otro
método utiliza secuencias indicadoras de la secrecion de la levadura y los colaboradores de
la fusion. Un método diferente libera las secuencias al medio, utilizando lisis espontanea o
la permeabilizacion quimica de las células (Oliveira et al., 2016).

La fermentacion de LS hidrolizado por cepas modificadas genéticamente de S. cervisiae,
por tecnologia de ADN recombinante, puede desarrollarse en dos pasos. Consiste en una
pre-hidrolizacion de la lactosa con enzimas como B-galactosidasa, y fermentacion de sus
dos monosacéaridos. También se realiza en un paso por co-inmovilizacion enzimatica junto
a la levadura o con cultivos mixtos utilizando células libres y co-inmovilizadas (Oliveira et.
al. 2016).

Se selecciona este tipo de cepas para fermentacion alcohdlica, debido a su buena capacidad

fermentativa, mayor al 20% v/v. Ademas, tiene tolerancia al etanol, estado GRAS
(Generally Regarded As Safe) y crecimiento rapido bajo condiciones anaerobias. Por
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ultimo, el vasto conocimiento cientifico e industrial, y la posibilidad de uso como co-
producto (Guimardes, Teixeira y Domingues, 2010). Para la fermentacién directa del LS se
utilizan cepas de levadura del género Kluyveromyces (Koutinas et al., 2007), lo que es mas
econémico (Panesar et al., 2007).

5.3.1 Bebidas alcohdlicas

Se han elaborado diversos tipos de bebidas alcohdlicas con LS fermentado. La cerveza
puede producirse con o sin malta, ser fortificada o contener almidones hidrolizados (Jeli¢ic,
et al., 2008). En la produccion de vino, el LS puede utilizarse como sustrato para levaduras.
Una vez fermentado, debe pasteurizarse para prevenir una segunda fermentacion. Oliveira
et. al., (2016) reportan aceptacion sensorial de mezclas de este fermentado con frutas o
vinos de frutas. En la Tabla 2 puede observarse el rendimiento de la produccién a través de
distintos medios y cepas.

Tabla 2. Rendimiento de etanol a partir de LS por diferentes técnicas

. . Rendimiento
_— L Microorganismo o .
Técnica Materia prima utilizado maximo Referencia
(g Et/ILS . h)
Culti lot . .
alim:nthooF::%rn ziilos LS fresco y concentrado Levadura K. marxianus 4,73 (Araujo et. Al,
) y ATCC 8554 ! 2014)
repetidos
L, . Suero concentrado 60 g/l  Levadura K. marxianus .
Fermen n contin 16. Rapin l. 1994
ermentacién continua lactosa NRRL Y-665 6.0 (Rapin et al. 1994)
. - Cepa mutante de S.
Fermentacién continua Suero concentrado al cerevisiae resistente a Ia 136 (Terrell, Bernard y
con catabolito 15% lactosa - ' Bailey, 1984)
represion
L, . Solucion de polvo de . _ .
Fermentacion continua LS. 100 a sacarosa/ | de Levadura K. marxianus 54 (Ozmihci, y Kargi,
con sacarosa afiadida ' gsoln DSMZ 7239 2007)
F i6 | L j .
ermentacion por lotes S crudo con jugo de K. marxianus KD-15 102 (Oda, et al. 2010)
con aireacion remolacha azucarera
Fermentacién continua S. cerevisiae con genes . .
. Suero concentrado 5% . Domingues, Lima,
en bio-reactor de puente Y ° de K. lactis LAC4 y 10 ( Ingu !

aéreode 6 L

de lactosa

LAC12

y Teixeira, 2001)

Pueden producirse otro tipo de bebidas destiladas con caracteristicas organolépticas
aceptables y sin presencia de metanol (Dragone et al., 2009). A nivel sensorial, se han
identificado 40 componentes volatiles a partir de una bebida alcoholica con LS. En dicho
estudio, cuya materia prima fue LS fermentado con K. marxianus, se obtuvo etanol al
35,4% vl/v. Los autores concluyeron que dicha bebida tuvo caracteristicas organolépticas
aceptables. Estas caracteristicas consistieron en su semejanza cualitativa en componentes
qguimicos con otras bebidas destiladas, difiriendo en concentracion. Dentro de los
compuestos obtenidos se encontraron alcohol isoamilico, isobutanol, 1-hexanol, 1-propanol
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y acetato etilico. La presencia de terpenos contribuy6 a su aroma, ofreciendo matices
florales que permitieron distinguirla positivamente de otras bebidas destiladas (Dragone et
al., 2009). También se produce etanol por medio de la fermentacién de LS.

5.3.2 Bebidas fermentadas no alcohdlicas y funcionales

Los componentes alimenticios funcionales del LS aportan beneficios a la salud, ademas de
cumplir una funcion nutricional (Valenzuela et al. 2014). En este sentido, la actividad
biologica de las proteinas del LS se incrementa por accion de las bacterias &cido-lacticas
(Korhonen y Pihlanto, 2003). Ademas, proporcionan propiedades bioactivas como
actividad opioide, antihipertensiva, antimicrobiana (Rhicha, et al., 2007), inmuno-
modulatoria, transporte de minerales y antitrombdtica (Fitzgerald y Meisel, 2003). En la
Tabla 3 se representan propiedades funcionales para diferentes componentes de LS.

Tabla 3. Propiedades funcionales de carbohidratos del LS

Componente Precursor Propiedad funcional Referencia
Su sacérido galactosa hace
Lactosa Presente originalmente parte de cerebrésidos, (Ramirez-Navas,
lipidos fundamentales en el 2009)
sistema nervioso
Galacto-(o C!lggjacarldos B-Galactoxidasa sobre lactosa FIPRE: BIFy LAC (Ramlzrgég;lavas,
Sintesis quimica, por isomerizacion FIPRE: BIFy LAC.
de lactosa en medio bésico; o sintesis Significativa disminucion . .
s - . . (Rodriguez-Olivenza
Lactulosa enzimatica utilizando lactosa y de bacteroides clostridios, 2015)
fructosa y B-galactosidasas de estreptococos y
diferentes origenes enterobacterias
FIPRE: BIF, LACy (Villamiel et al.,
Fructooligosacaridos (FOS) B-fructofuranosidasas sobre inulina disminucion de clostridios 2014)

y bacteroides
FIPRE: BIF. Disminucién
de colesterol total y

Isomaltooligosacaridos . - triglicéridos en pacientes
9 Transglucosidasas sobre almidon g P

(Macfarlane, Steed
y Macfarlane,

(IMOS) con hemodialisis.
Estimulacién del sistema 2008)
inmune en ratones
Lactitol Hidrogenacion de lactosa FIPRE: BIF (G|b25884;t a

FIPRE: Fibra prebidtica. BIF: Bifidogénico. LAC: Lactobacteriogénico. Para una mayor revision sobre fibra prebidtica cf. (Corzo et
al., 2015)

La fibra prebidtica consiste en oligosacaridos no digeribles que son usados por
microorganismos en el colon humano. Asi, producen energia, metabolitos y micronutrientes
que el huésped si metaboliza. Por lo cual se fomenta su consumo para el crecimiento de
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especies benéficas intestinales, que colaboran en procesos digestivos (Corzo et al., 2015).
En la Tabla 4 se observan propiedades funcionales de algunos lipidos presentes en LS.

Tabla 4. Propiedades funcionales de lipidos del LS

Componente

Propiedad funcional

Referencia

Acido dodecanoico (12:0,
laurico)*

Acido tetradecanoico
(14:0, miristico)*

Acido hexadecanoico
(16:0, palmitico)*

Acido cis-9-octadecanoico
(18:1A°, oleico, omega 9)

Acido cis-9,12,15-
octadeca-trienoico
(18:3A%1215 g-linolénico,
omega 3)

Acido cis-9-12-
octadecadienoico
(18:3A%%2, linoleico, omega
6)

Acido cis-9-trans-11-
octadecadienoico
(CLA, Conjunto de &cidos
linoleico conjugados™*)
Acidos grasos de cadena
corta y media: butanoico
(4:0, butirico), octanoico
(8:0, caproico), decanoico
(10:0, céprico), lauroleico
(12:1), metildodecanoico
(iso C-13:0), miristoleico
(14:1)

Esfingolipidos

Agente antiviral, antibacteriano, antiprotozoario,
hipercolesterolémico

Hipercolesterolémico, reno-protector, antiaterogénico
en ingesta moderada, antitumoral para el carcinoma
de ascitis de Ehrlich, todas probadas en ratones

Cardioprotector en dosis moderadas

Hipocolesterolémico, aumento de HDL (lipoproteina
de alta densidad), disminucién de LDL (lipoprteina
de baja densidad, “colesterol malo”), cardioprotector.
Aumento de antioxidantes, refuerzo de las paredes
celulares. Contribuye a reparar los dafios en tejidos y
células, ayuda a mejorar el sistema nervioso y la piel

Coadyuvante en el tratamiento de la depresion,
cardioprotector e inhibidor de aterosclerosis

Favorece la lipdlisis y contribuye a aumentar el
transporte de grasa hacia las mitocondrias, evitando
su acumulacion. Proteccién contra el cancer
comprobada en animales
Hipocolesterolémico y antiaterosclerético,
anticarcinogénico, antiinflamatorio, estimulante del
sistema inmune. Antihipertensivo, antidiabético,
antilipohipertréfica y antilipomegalico (antiobesidad)

Antifangico, anticonvulsivo, proveen una fuente
rapida de energia y favorecen la absorcion de calcio,
magnesio y lipidos en recién nacidos prematuros que
no pueden lactar leche materna. No son almacenados
en los adipocitos u otros tejidos, contribuyendo a un

peso adecuado. Efecto termogénico, aumenta la

saciedad, oxidacion, y disminuyen la lipogénesis

Regulacion del comportamiento celular, control de
cancer de colon, reduccion de colesterol LDL,
aumento de colesterol HDL

(Hoffman, Han y Dawson, 2001.
Ouattar et al., 2000. Dawson et al.,
2002. Kris-Etherton, Zhao y Etherton,
2000)

(Kris-Etherton et al., 2000. Monserrat,
Cutrin y Coll, 2000. Dabadie et al.,
2005. Bingham, Cohrssen y Powell,
2001)

(Temme, Mensink, y Hornstra, 1996)

(Giacopini y Bosch, 2008. Kuang, 2008
Tholstrup et al., 2004, Temme et al.,
1996)

(Kris-Etherton, Harris y Appel.,
2002. Connor, 2000. Schacky et al.
1999)

(Stone, 1997. Kang y Leaf, 2000)

(Nicolisi et al., 1997. Viladomiu,
Hontecillas y Bassanganya-Riera,
2016. Koba y Yanagita, 2014.
Sanhueza, Nieto y Valenzuela, 2002)

(Clement et al., 2008. Sayago-Ayerdi
et al., 2008)

(Vesper etal., 1999)

* Extraidos a partir de queso cheddar, madurado con Lactococcus lactis s. lactis (Tomaino, Parker y Larick, 2001). Los demas estan
presentes en LS naturalmente (Clément et al., 2008. Torkamani et al., 2016). ** Las isomerias y sus correspondientes propiedades
funcionales pueden variar, cf. (Viladomiu et al., 2016).

En la Tabla 5 se presentan algunas propiedades funcionales de las proteinas de LS.
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Tabla 5. Propiedades funcionales de proteinas del LS

Componente Propiedad funcional
Proteina total del LS Anticarcinogénico, inmuno-estimulante, longevidad, hipocolesterolémico
B-lactoglobulina Funcion digestiva
B-lactorfina Agonista opioide

Antimicrobiano, transporte y regulacién de hierro, inmunoestimulador, anti-inflamatorio,

Lactoferrina ol - -
crecimiento y proliferacion celular

Lactoferricina Antimicrobiano
Inmunoglobulinas Inmunidad pasiva
Lactoperoxidasa Antibacteriano

Diferenciacion y crecimiento celular, reparacion y proteccion de la mucosa intestinal,
reparacion de lesiones
Lactoalbimina, serorfina Agonista opioide

Factores de crecimiento

Fuente: (Mclntosh et al., 1998). Para una revision mayor cf. (Silva y Verdalet, 2003).

Se han desarrollado multiples formulaciones para el desarrollo de bebidas no alcohdlicas
con base en LS. Por ejemplo, Vega-Montero, (2012) fermentd LS dulce suministrado por
una mediana empresa lactea que sélo lo aprovecha para la alimentacion porcina. Utilizd
para una formulacion S. thermophilus y L. bulgaricus, y otro con S. cerevisiae. Ademas,
avena molida Quaker, leche UHT, azlcar, esencia de vainilla, canela, gelatina sin sabor,
fermento lactico YO-MIX™, y levadura activa seca. La primera formulacion fue aceptada
por los consumidores.

6 PROCESOS DE ELABORACION DE BEBIDAS FUNCIONALES

Se describe a grosso modo un proceso general para la elaboracién de bebidas funcionales
de LS fermentado.

6.1 DESCRIPCION DE PROCESOS GENERALES

Se pueden realizar multiples procesos para producir bebidas fermentadas funcionales a
partir de LS. No obstante, utilizarlo sin procesar puede ser inconveniente para la
produccion de bebidas funcionales fermentadas (Ramirez-Navas, 2012). Dentro de estos
procesos se tienen la hidrolisis de sus proteinas, desmineralizado, y la hidrélisis de la
lactosa (Tang y Silva, 1995). En este trabajo se omitiran las condiciones especificas del LS
como materia prima porque dependen de cada microorganismo y conjunto de ellos.
Ademas, dependen del producto que se quiere obtener, que requiere de investigacion
especifica en ensayos experimentales en condiciones controladas. Todo lo cual excede el
alcance de este trabajo. Se presentaran tres tipos de procesos con sus condiciones, con base
en las tecnologias encontradas en la literatura.
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6.1.1 Procesol

Es similar al utilizado para elaborar bebidas lacteas fermentadas (Barén, 2010). Puede
resumirse en el siguiente diagrama de bloques generalizado (ver Figura 11), para la
elaboracion de bebidas con LS fermentado.

LS concentrado en
polvo, proteina de
LS eic

LS
pasteurizado
LS — Balance p  Filtracion > HTSTy P Homogenizacion

enfriamiento

LS balanceado LS filtrado Pasteurizacion

Formulacion Base

Solidos inmiscibles

adicjonal
Base
fermentada Base y
. Base inoculada ..
enfriada fermentada Inoculacién y
Saborizacion |« Enfriamiento |« Fermentacion |« adicion de i— Inbculo
probidticos
Bebida
funcional

Producto Producto listo

homogenizado para la venta
Homogenizacion »{ Envasado » Refrigeracion ——»

Figura 11. Diagrama de bloques general para proceso 1
Adaptado de Grupo INGCO, (2017).

6.1.1.1 Balance

El primer paso consiste en ajustar el contenido de sélidos, para obtener las caracteristicas
reoldgicas que precise el consumidor como aceptables (Berlitz et al, 2009). Asimismo, se
aporta estabilidad durante la fermentacion y contenido nutricional para el producto final
(Baron, 2010). Como el LS consiste en una emulsion, su estandarizacion es necesaria por el
grado de interacciones de sus componentes. Ademas, se puede obtener diferentes
productos, dependiendo de las cepas empleadas en la fermentacidén, que requieren
composiciones especificas (Ramirez-Navas, 2012). En la Tabla 6 se observa el efecto de la
composicion del LS en la fabricacion de un producto fermentado.

Ademas de estandarizar el contenido de sélidos, debe comprobarse que las materias primas
cumplan con requisitos sanitarios. Es decir, libres de antibiéticos o cualquier sustancia que
pueda inhibir el crecimiento posterior de los microorganismos fermentadores (Bacilio-Loo,
2015). Dentro de estas materias primas se encuentran sacarosa para atenuar la acidez del
producto. Su concentracion no debe llegar al 10% porque puede afectar la presion osmoética
antes de la fermentacion. Asimismo, estabilizantes para evitar la sinéresis luego del proceso
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de fermentacion. Por Gltimo, cabe agregar que la normatividad tiene una exigencia con
respecto a la materia grasa de la bebida. Exige que su contenido graso debe como minimo
el correspondiente al 60% de la materia grasa de la leche original de donde se obtiene
(ICONTEC, 2006). EI equipo utilizado generalmente consiste en un mezclador
“triblender”’ (Tamime, Robinson y Diaz, 1990).

Tabla 6. Algunos efectos de la composicién de LS inicial de macronutrientes en procesos y

productos
Macronutriente  Variacion Efecto
Aumento de costos, turbidez, viscosidad. Si los sélidos son nutracéuticos, aumento en
L + propiedades funcionales y valor econémico. Disminucion del flujo de permeado en
Concentracién de filtracion.

solidos global - , - A . .
La materia prima puede ser mas econdémica, pero disminuye el contenido nutricional en

productos obtenidos
Aumento en gelificacion durante la fermentacion, y por ello aumento en la viscosidad.
Aumento del pH después de la fermentacion
Puede ser insuficiente para una fermentacion adecuada para base y para probidticos por
- agotamiento rapido de sustrato. Posible pérdida de carbohidratos funcionales como
fibra prebidtica
+ Aumento de efecto emulgente (efecto Marangoni), valorizacidn nutricional, posible
aparicion de particulas inmiscibles por coagulacion, distintos puntos isoeléctricos,
Si la cantidad de nitrégeno no es suficiente, no se alcanzaran a producir suficientes

Carbohidratos, en
particular lactosa

Proteinas . . , L .
colonias para la fermentacion. Aumento del pH después de la fermentacién debido a
falta de efecto amortiguador de los péptidos. Posible pérdida de contenido nutricional y
funcional.
. Valorizacion nutricional, pero sin un surfactante puede observarse facilmente globulos
- rasos (efecto Gibbs-Marangoni
Lipidos g ( goni)

Mejora emulsién o/w, contribuyendo a una mejor homogenizacion, pero posible
pérdida de lipidos funcionales

Fuente: (Berlitz et al., 2009. Solis, 2014. Fennema y Tannenbaum, 2000)

6.1.1.2 Filtracién

Este proceso se realiza para retirar material inmiscible del flujo de LS balanceado que
pueda resultar del proceso anterior. Adicionalmente, cualquier material sélido ajeno a la
formulacién, sea inocuo o no. Como se tienen sélidos en suspension se emplea
microfiltracion, ya que el tamafio de particula s6lo alcanza la escala microscépica (Ibafiez,
2007). Ademaés, el proceso contribuye a separar microorganismos del LS balanceado,
aungue no elimina enzimas o sustancias alteradoras del alimento. La inhibicion enzimatica
seria controlada en la pasteurizacion HTST, y las sustancias alteradoras en la inspeccion de
balance de LS. En la Figura 12 se puede observar el rango de aplicacion de procesos de
separacion por membranas.
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Propiedad
empleadaen la Rangos de procesos de separacion
separacion
Miicrofiltracion Tela, filtros de fibra
Tamizado Ultrafiltracion Tamices
Cromatografia Gel
dsmosis
inversa
Difusividad Didlisis |
Nanofilracion
. Electrodialisis |
Carga i6nca
Intercambio iénico
Solubilidad | Extraccién por solvente |
| Ultracentrifugas |
| Centrifugas |
| Ciclones liquidos |
Densidad
| Sedimentacion gravitacional |
Tamafio (A) 1 10 1012 1073 10nM4 10"5 10”6 1077
Tamafio (um)  10"-4 10n-3 10n-2 10n-1 1 10 1072 10"3
Peso molecular (Da) 200 2*10M  2*10"5  2*1076

Figura 12. Rango de aplicacion de los fendmenos de separacion a través de membranas
Fuente: Romero-Gonzalez, (2010).

6.1.1.3 Pasteurizacion HTST y enfriamiento

Con este proceso se busca reducir la poblacién bacteriana inicial para controlar la
fermentacion una vez inoculada la base. La base de una bebida fermentada se define como
la materia prima sobre la cual se realiza la fermentacion (Hernandez, 1999). Ademas, se
busca desnaturalizar e inactivar enzimas que puedan permanecer en LS, y afecten su
estabilidad. La pasterizacion se realiza en tres etapas: calentamiento, sostenimiento y
enfriamiento. En el caso de HTST (High Temperature Short Time), se utiliza vapor
indirectamente a 136-138 °C de 5 a 8 s. Después se realiza un enfriamiento rapido hasta la
temperatura adecuada para la inoculacion (Berlitz et al, 2009).

Este proceso se realiza en intercambiadores de calor, de placas o de doble tubo,
configurados para integrar los flujos de calor. Se aprovecha el calor extraido de la base que
se enfria para precalentar la base que ingresa al intercambiador. De esta manera es posible
ahorrar energia aprovechando cerca de un 90% de la energia transferida a la base
(Geankoplis, 2006).

25



SALGADO L., ANDRES M. BEBIDAS PROBIOTICAS

6.1.1.4 Homogenizacion

En este proceso se busca que la matriz lactea esté dispersa uniformemente para el uso de
cultivos fermentativos. Ademas, se incrementa la viscosidad de la base y se evita la
formacion de una capa de crema. Para ello, LS pasteurizado es forzado por una abertura
pequefia a alta velocidad, disminuyendo el tamafio de los glébulos grasos. Esto sucede a
presiones de 10-25 MPa, obteniéndose un didmetro globular menor a 1 pm, aumentando su
area superficial. El equipo utilizado consiste en un homogeneizador con vélvulas de
didmetro angosto por donde fluye la base. A menudo, este equipo tiene integrada
pasteurizacion (Baron, Godoy y Gutiérrez, 2010).

6.1.1.5 Inoculaciony adicion de probioticos

Cuando LS esta homogenizado y a la temperatura adecuada, ya puede inocularse para la
fermentacion. En la preparacion de bebidas lacteas fermentadas generalmente se utilizan
cultivos de bacterias acido-lacticas. Este tipo de microorganismos se nutren de lactosa y
excretan acido lactico, entre otros metabolitos. Asi, se tienen tres clases de cultivos: inicial,
madre, y el cultivo usual. Los cultivos iniciales (“starter’””) son puros, a partir de estos se
prepara el cultivo madre. Luego se desarrolla el cultivo usual para emplearlo directamente
en el proceso. Este cultivo usual se desarrolla sobre un volumen menor de base de yogur en
un tanque de fermentacién adecuado. Normalmente el in6culo corresponde entre el 1 y el
2% vl/v de la base a fermentar (Grupo INGCO, 2017).

Las bacterias acido-lacticas pueden clasificarse en mesdfilas y termofilas, dependiendo de
su temperatura Optima de crecimiento. El rango de temperatura de las mesofilas es de 20-25
°C, el de las termofilas es de 40-45 °C. Un grupo relevante de microorganismos acido-
lacticos para la produccion de bebidas lacteas fermentadas pueden observarse en la Tabla 7.
En la Tabla 8 pueden observarse algunos criterios para determinar qué bacterias utilizar
para los cultivos iniciadores.

Los microorganismos probidticos se definen como aquellos que aportan beneficios
funcionales al huésped suministrados en dosis adecuadas (FAO y OMS, 2002). Ademas, un
microorganismo probiotico cumple las siguientes condiciones:

e Capaces de resistir las barreras fisiologicas hasta llegar a intestino: jugos gastricos,
bilis, sales biliares y enzimas.

e Produccion de B-galactosidasa.

e Tolerantes a las condiciones bioquimicas del tracto intestinal.
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e Capacidad de adherencia y colonizacion, competencia con microorganismos patdgenos,
0 generacion de metabolitos que los inhiban.

e Capacidad de sobrevivencia durante la vida media de almacenamiento.

e Ser bioldgicamente seguros.

Tabla 7. Microorganismos utilizados en bebidas lacteas fermentadas

Género Especie
Bacterias
Lactococcus lactis ss. lactis, lactis ss. cremoris
Lactobacillus brevis, cassei ss. cassei, delbrueckii ss. delbrueckii, delbrueckii ss. bulgaricus, delbrueckii ss.
lactis, fermentum, helveticus, kefir
Streptococcus salivarius ss. thermophilus
Leuconostoc Lactis, mesenteroides ss. cremoris, mesenteroides ss. mesenteroides
Bifidobacterium bifidum
Propionibacterium freudenreichi ss. shermanii, freudenreichi ss. freudenreichi
Levaduras
Candida kefyr
Kluyveromyces lactis var. lactis, marxianus, bulgaricus

Fuente: Garibay, Quintero y Munguia, (2004).

Tabla 8. Pruebas para la seleccion de bacterias acido-lacticas para cultivos iniciadores

Objeto Pruebas a realizar

Fermentacion Efecto sensorial
Velocidad de acidificacion a distintas temperaturas
Compatibilidad con otras cepas
Resistencia a distintas temperaturas y aglutinacion

Produccion de cultivos Actividad proteolitica
Halo-tolerancia
Estabilidad de caracteristicas, viabilidad, actividad en proceso de
manufactura, y para liofilizacion y congelacion
Rendimiento en la fermentacion.
Activacion en forma de cultivos para inoculacion directa
Mantenimiento de la viabilidad y actividad durante el proceso de fabricacion

Fuente: (Parra-Huertas, 2010. Macedo et al., 2002).

Asi, un microorganismo probiotico provee actividad funcional. Existen bacterias acido-
lacticas que aportan beneficios funcionales, pero no sobreviven las barreras
gastrointestinales ni se adhieren y forman colonias intestinales. Tal es el caso de S.
thermophilus y L. delbrueckii subespecie bulgaricus. Por este motivo, la normatividad
exige gque una cepa cumpla todos los requisitos para ser denominada probiotica, no sélo su
caracter funcional (ICONTEC, 2006).

En bebidas lacteas fermentadas funcionales, se acostumbra utilizar las especies
representadas en la Tabla 9:
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Tabla 9. Microorganismos con beneficios funcionales generalmente utilizados en bebidas
lacteas

Género Especie

acidophilus, delbrueckii subespecie bulgaricus, reuteri, rhamnosus, casei, plantarum, helveti-

Lactobacillus : ; " - e
cus y paracasei, amylovorus, crispatus*, gasseri*, jhonsii

Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium animalis Subespecie lactis, bifidum, longum e infantis
Propionibacterium freudenreichii subespecie. shermanii
Enterococcus faecius

Fuente: (Oliveira et al. 2016. Bulatovic¢ et al., 2012), *(Marulanda-Olier, 2012).

Los microorganismos probidticos tienen, entre otros beneficios, los siguientes:

e Accidn antagonista con efecto protector contra la colonizacién de bacterias indeseables,
por la produccién de sustancias antimicrobianas.

e Regulan la flora microbiana autdctona benéfica.

e [Efecto barrera contra la migracion de microorganismos indeseables del intestino
delgado a otros 6rganos.

e Disminucién del pH del intestino.

e Mejoran la digestion de la lactosa.

e Regulan las funciones digestivas.

e Efectos terapéuticos en el caso de las diarreas provocadas por virus (ICONTEC, 2006).

En este proceso (1) se inoculan simultaneamente los microorganismos fermentadores para
la base y los probiéticos, para aprovechar interacciones simbioticas. Aungue, como se
expone en la Tabla 7, debe tenerse claras las condiciones para lograr los beneficios de cada
cepa.

6.1.1.6 Fermentacion

En esta etapa se metaboliza la lactosa en los metabolitos de interés, mediante el control
condicional del sustrato. Este proceso bioquimico reduce gradualmente el pH, inhibiendo el
crecimiento de otros microorganismos, aumentando la estabilidad del producto. Esto sucede
gracias a los sinergismos simbidticos entre las colonias bacterianas. Inicialmente no ocurren
cambios fisicoguimicos significativos, pero posteriormente se observan cambios sensoriales
y texturales gracias a los exopolisacaridos y metabolitos (Berlitz et al., 2009). La
fermentacion se realiza en tanques agitados, como el que se muestra en la Figura 13:

Con respecto a un fermentador convencional se tienen algunos aspectos: 1. Una vélvula de
desviacion en el sistema de aire permite dirigirlo para que la espuma no sea excesiva. Asi,
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el potencial de oxidacién-reduccion no es elevado mientras se eleva el indculo. 2. Se agrega
antiespumante cuando la espuma llega a una probeta electrénica de conductividad o
capacitancia. 3. Toda la tuberia esta protegida contra la contaminacion mediante el empleo
de vapor. 4. El nivel del liquido al llenar el recipiente esta calibrado con respecto a puntos
dentro del tanque, como un travesafio de una escalera. 5. El peso del contenido del tanque
se puede determinar mediante un balance hidrostatico contra el aire que burbujea a través
del rociador. 6. El recipiente, al tener presion positiva, no suele tener bombas para transferir
el fluido (Bungay et al., 1999).
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Fermentador intermitente convencional. A= motor del agitador; B= mecanismo
reductor de velocidad; C= entrada de aire; D= salida de aire; E= valvula de
desviacion de aire; F= sello del eje j; G= mirilla con luz; H=mirilla de la linea de
limpieza; I=agujero de hombre con mirilla; J=eje del agitador; K=paleta para
romper la espuma; L=salida del agua de enfriamiento; M=placa desviadora;
N=serpentines de enfriamiento; O=entrada del agua de enfriamiento; P=
mezclador; Q=rociador; R=cojinete y soporte del eje; S= salida(el sello de vapor
no se muestra); T=valvula de muestreo (el sello de vapor no se muestra). En el
diagrama no aparecen los peldafios de la escalera para mantenimiento, la probeta
y sistema de antiespumante, y los sensores. Obsérvese que los serpentines
pueden estar entre las placas desviadoras y la pared del tanque. También pueden
conectarse a la parte superior para llevar al maximo las aberturas bajo el nivel de

W agua. Son factibles las entradas por la parte inferior para los mezcladores.
[«
3

Figura 13. Esquema de un fermentador
Tomado de Bungay, Tsao y Humphrey, (1999).

Se utiliza calor a través de una chaqueta para el paso del vapor, manteniendo la temperatura
adecuada para la cepa. La fermentacion toma 3-5 h, con lo cual para garantizar una
produccion continua son necesarios varios tanques de fermentacion. Una fermentacion muy
corta 0 muy larga afecta las caracteristicas del producto final negativamente. Por ello, el
proceso es controlado por el seguimiento del pH y la concentracidn de acido lactico que sea
adecuada (Grupo INGCO, 2017). Las variables fisicas seran explicadas en 4.4. Variables de
proceso, para algunos procesos ya probados.

6.1.1.7 Enfriamiento

Finalizada la fermentacién la bebida es bombeada hacia un intercambiador de calor para
reducir su temperatura hasta los 4°C. Gracias a ello, se detiene la actividad bioldgica y el
proceso de produccion de metabolitos (Grupo INGCO, 2017). Asi, los microorganismos
involucrados alcanzan su fase estacionaria, y pueden continuar procesos probiéticos cuando
las condiciones sean adecuadas.
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6.1.1.8 Formulacién adicional

En la Tabla 10 pueden observarse los aditivos e ingredientes aceptables dentro de una
formulacién de una bebida lactea. Esto de acuerdo a la normatividad mas cercana a las
bebidas de LS funcionales de LS fermentado. Por lo tanto, la formulacion sera definida por

el mercado objetivo para el cual sea disefiado el producto.

Tabla 10. Ingredientes permitidos para leches fermentadas

Tipos de aditivos

Identificador o consideraciones

Limite maximo

Ingredientes

Leche higienizada; crema de leche; leche concentrada; leche en polvo;
mantequilla; proteinas de la leche y otros derivados; edulcorantes
naturales; frutas; jugos; pulpas; concentrados; mermeladas; jaleas; purés
o0 jarabes de frutas; frutas deshidratadas; cereales; nueces; mani; cacao;

Buenas précticas de

café; miel; hortalizas procesadas; otros cultivos lacticos para dar manufactura (BPM)
caracteristicas especiales al producto; especias y otros alimentos
aromatizantes naturales e inocuos
Aditivos para lacteos fermentados en general
Colorantes E160e*; E160f; 75530**; E163; 75100; E160; E140; 75470; E150 E141; (BPM)
E100; E101; E161; E162
Colorantes artificiales E123; E104 30 mg/Kg

Saborizantes

Conservantes

Se permite la adicién de saborizantes naturales, idénticos a los naturales
o artificiales aprobados por la autoridad sanitaria competente.

Que procedan exclusivamente de frutas o productos con base en frutas, o
de otros ingredientes saborizantes. Estos seran transferidos de acuerdo al
porcentaje adicionado del ingrediente y con las normas individuales de
los productos adicionados y del proceso biolégico del cultivo lactico.

Cantidad minima
indispensable para
lograr el efecto
deseado
50 mg/Kg
individuales o en
mezclaenel
producto final

Aditivos que dependen del contenido de grasa****

No dependen del
porcentaje
< 70% contenido

graso

Antioxidantes; antiespumantes; reguladores de la acidez; colorantes;
conservantes; propulsores

Emulsionantes, potenciadores del sabor, estabilizadores

BPM

Aditivos permitidos para lacteos fermentados bajos en grasa, carbohidratos y bajos en calorias

Estabilizantes y
espesantes

Edulcorantes
artificiales

Almidon; agar-agar; alginato de propilenglicol; alginatos de sodio;
potasio; calcio y amonio; carboximetil celulosa sddica; goma de
algarrobo; goma de garrofin; goma guar; goma tragacanto; gelatina***;
pectina; almidones modificados: tratado &cida; alcalinamente u oxidado;
carragenina; goma arabiga; goma karaya; goma xantana; goma tara
Aspartame
Sacarina y sus sales de calcio, potasio y sodio
Acesulfame K
Sucralosa
Cualquier otro aprobado por la autoridad sanitaria competente

BPM

BPM
400 mg/Kg
1000 mg/Kg
400 mg/Kg

BPM

*E seguido de ndmero significa nimero de la Comunidad Europea. ** Colour index, clasificado de acuerdo a “The Society of Dyers and
Colourist, Bradford/England” y “The American Association of Textiles, Chemist and colourist, Lowell (Massachusetts, E.E.U.U.)”. ***

El uso de gelatina y almidon se permite sélo después de la fermentacion. **** Para informacion detallada cf. (FAO/OMS, 2011). Toma-
do de (ICONTEC, 2006).

30



SALGADO L., ANDRES M. BEBIDAS PROBIOTICAS

Asumiendo por tanto que el mercado objetivo no tenga inconveniente con los aditivos, se
deben determinar las interacciones bioldgicas y tecnolégicas. Por ejemplo, efectos como la
generacion de bacteriocinas pueden hacer innecesario cierto tipo o cantidad de conservante
(cf. 4.4.2. variables biologicas). Asimismo, los estudios de vida Util determinaran la
necesidad de afadir aditivos, pues factores como afiadir frutas deshidratadas o pulpa
pueden transferir pigmentos que eviten utilizar colorantes. En la misma medida se
encuentra el uso de estabilizantes. Todos estos factores son variaciones que deberan
estudiarse a nivel de pruebas preliminares en laboratorio. Dichas permutaciones pueden ser
materia de investigacion académica e industrial para el desarrollo de nuevos productos
funcionales.

Los aditivos generalmente se adicionan por medio de bombas dosificadoras directamente a
la linea de la base fermentada enfriada. Los demas ingredientes como frutas son afiadidos
en la maquina envasadora, ya que es deseable que su presencia sea notable (Grupo INGCO,
2017).

6.1.1.9 Homogenizacion

En esta etapa se busca mejorar la estabilidad de los componentes durante el
almacenamiento, las propiedades reoldgicas y reducir la sinéresis. Asi, se busca dispersar la
matriz del alimento para lograr uniformidad en las propiedades a través de todo el volumen.
De igual forma, la adicién de estabilizantes contribuye a crear uniformidad en el producto,
como lo muestra la Figura 14.

Oo o°
00 02
0°0 ° 0%

Sin
estabilizante

000%000%0n0
000%0ps0%0p00 Con

0p0f0p0C0p0 estabilizante
000°000%00g0

O Aire Helado

Figura 14. Mecanismo de accion de un estabilizante
Fuente: Jaimes-Duque, (2015).

A nivel experimental, se ha probado que los procesos de homogenizacion a ultra-alta
presion mejoran aspectos de una bebida funcional. Se obtuvo mejores calificaciones
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sensoriales y una mejora en parametros reoldgicos, para muestras sometidas a 150 MPa y
15 °C (Masson et al., 2010).

6.1.1.10 Envasado

En este proceso se introduce el alimento en bolsas plasticas o vasos de plastico sellados con
papel aluminio. Se eligen estos materiales por ser estables quimica y fisicamente, poco
reactivos con el alimento y reciclables. Por lo tanto, se utiliza plastico PET (polietileno
tereftalato), que es el que ofrece poca transferencia de plastico al alimento en
almacenamiento adecuado (Plasticsinfo, 2010). EI aluminio es ductil, maleable, buen
conductor del calor y antimicrobiano, por lo se utiliza para sellar herméticamente los
envases (Asociacion Europea del aluminio, 2017).

Los empaques deben estar higienizados, rotulados y estériles al momento del envasado,
cumpliendo con la normatividad (ICONTEC, 2006). Una vez sellados, los envases se
empacan en cajas para su transporte al almacenamiento (Grupo INGCO, 2017). El equipo
generalmente utilizado consiste en un dispensador de fluidos automatizado.

6.1.1.11 Refrigeracion

Los envases son empacados en cajas Yy estibados para su almacenamiento en el cuarto frioy
posterior transporte a los puntos de venta. Los envases son empacados en cajas y estibados
para su almacenamiento en el cuarto frio. Durante la refrigeracién las bebidas lacteas
siguen cambiando su viscosidad hasta terminar con la textura deseada. Asi, se mantiene el
producto envasado a una temperatura de 4 a 5 °C, prolongando a su vez el tiempo de vida
util (Ordinola-Miranda y Osorio-Paredes, 2012).

6.1.2 Proceso 2
Este proceso difiere del anterior en que se afiaden las cepas probidticas posteriormente a las
cepas acido-lacticas que fermentan la base de la bebida lactea. Esto puede proceder cuando

las cepas probidticas difieran en condiciones de inoculacion, que inactiven unas y otras
cepas. Este proceso puede observarse en la Figura 15.
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LS concentrado en
polvo, proteinade
LSetc
. LS
LS balanceado LSfilrado | pasteyrizacion | pasteurizado
LS—» Balance > Filtracion HTSTy » Homogenizacion
enfriamiento
Formulacion Sélidos iimiscibles Base
Base Base
fermentada Base inoculada 4
Saborizaciony |  enfriada fermentada Inoculacion para
fomulacion |« Enfriamiento (< Fermentacion |« base de bebida «—— Inéculo
probidtica fermentada
Bebida
funcional
A Producto Producto listo
homogenizado para la venta
Homogenizacion > Envasado > Refrigeracion |—»

Figura 15. Diagrama de blogues general para proceso 2
Fuente: Grupo INGCO, (2017).

6.1.3 Proceso 3

Este proceso aparece en la mayoria de patentes encontradas que tienen que ver con LS
fermentado para bebidas funcionales (Sakata, Akamatsu y Honda, 2010. Akahoshi et al.,
1990). Se encuentra representado en la Figura 16.

Modificadores de Formulacién para
Agua, estabilizantes pH balance
L ¢ L Sélidos
Lts-t id balarlqcseado balarl;cseado inmiscibles
Proteina reconstiiuido Ajuste de Control de I
~—» Mezclado Lo Filtracion —»
de LS pH composicion
Cultivo LS filtrado
L Base .
LS estéril Esterilizacion -
. I Enfriamiento y
Inoculacion |« Enfriamiento |« con alta < .
almacenamiento
temperatura
Base
inoculada
A Base Producto listo para consumir o ser
fermentada utilizado como materia prima
Fermentacion > Enfriamiento » Homogenizacion —» Refrigeracion | —»

Figura 16. Diagrama de bloques general para proceso 3
Fuente: Adaptado de (Grupo INGCO, 2017).
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6.2 VARIABLES DE PROCESO
6.2.1 Variables fisicas y quimicas

Consisten en las variables que corresponden a fendmenos fisicoquimicos dentro del proceso
de elaboracién. Se explicaran brevemente, y posteriormente seran mostrados los intervalos
generales encontrados en la literatura.

6.2.2 Temperatura

Definida como la magnitud del nivel de energia de los equipos y materiales involucrados en
las diversas operaciones unitarias (Geankoplis, 2006). Es critica desde los procesos
posteriores a la pasteurizacién, no solo por inocuidad sino por todos los procesos bioldgicos
involucrados. Estos procesos involucran la formacion de las colonias bacterianas, la
desnaturalizacion proteinica, la estabilidad de los componentes, entre otros. Esta variable
estd ligada con el tiempo, pues los procesos requieren agregar o disminuir su energia en
intervalos de tiempo especifico (Ramirez-Navas, 2012). Los intervalos de temperatura
dependen de cada operacion unitaria y microorganismos involucrados.

6.2.3 pH y acidez como acido lactico

El pH se define como una medida de la concentracién de iones H* en una solucion no ideal
(Chang y Goldsby, 2013). Dicho factor controla los procesos de coagulacion, la actividad
enzimatica, el desarrollo de bacterias y la reaccion del indicador de coloracién (Bustamante
et al., 2009). La acidez como acido lactico se refiere al resultado de pruebas de titulacion
que pueden indicar bacterias que aumenten el pH. Asi, se expresa como % de &cido
lactico/100 g de producto, se calcula mediante la ecuacion 1:

Vx0.9
W_

m
Ecuacion 1. Acidez titulable como &acido lactico
Fuente: Tomado de (Bustamante et al., 2009).

Donde V es el volumen en mL de la solucion de NaOH usada en la titulacion. m
corresponde a la masa en g de la muestra para ensayo. N representa el volumen de la
muestra en cm®, y 0.9 es la equivalencia en acido lactico. La toma de muestras adecuada
para pruebas estd explicada en la NTC 666 (ICONTEC, 1996). En la misma norma puede
observarse los métodos de preparacion de la muestra, el procedimiento y la expresion de
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resultados. A nivel normativo, las bebidas lacteas fermentadas no deben exceder 0,60 %
m/m é&cido lactico (ICONTEC, 2006).

6.2.4 Intercambio gaseoso

El diéxido de carbono y el oxigeno son limitantes en el proceso de fermentacidn a gran
escala. El oxigeno consiste en el sustrato gaseoso mas importante, y el didéxido de carbono
su producto gaseoso méas importante. Debido a los componentes del cultivo, el contenido
maximo de Oz es mas bajo que en el agua pura. La concentracion de este gas en una
solucidn saturada contiene aproximadamente 9 mg/l. Su suministro se logra suministrando
aire en el fermentador durante el proceso. Por medio de la ley de Henry se puede describir
la solubilidad del oxigeno en soluciones de nutrientes. Esto se relaciona con la presion
parcial del oxigeno en la fase gaseosa, asi:

Py
c==
H

Ecuacion 2. Concentracion de O; en solucion de nutrientes
Fuente: Tomado de (Berlitz, et al. 2009).

Donde C representa la concentracion de Oz de la solucion de nutrientes a
saturacion. Po consiste en la presion parcial del gas en la fase gaseosa. Por dltimo, H
representa la constante de Henry, especifica para cada tipo de gas. A medida que aumenta
la concentracion de O: en la fase gaseosa, aumenta la proporcion de O2 en la solucion de
nutrientes. Por lo tanto, la concentracién mas alta de Oz se consigue con aireacion de
oxigeno puro. Comparado con el valor obtenido al utilizar aire, en agua se disuelven 43 mg
O2/l cuando se utiliza oxigeno puro. Ademas, a medida que aumenta la temperatura
desciende la solubilidad del oxigeno (Berlitz et al., 2009).

Una vez disuelto, el O tiene que transferirse desde la burbuja de gas a cada célula
individual. Para ello deben superarse varias resistencias parcialmente independientes: a) La
resistencia dentro de la pelicula de gas a la interfase. b) La penetracion de la interfase entre
la burbuja de gas y el liquido. ¢) Transferencia desde la interfase al liquido. d) Movimientos
dentro de la solucion de nutrientes. e) Transferencia a la superficie de la célula. La
influencia del tipo de resistencia depende del tipo de fermentacién realizada. Cuando se
realiza con organismos multicelulares, cobra importancia la interfase entre la burbuja de
gas y liquido. Las células proximas a la burbuja gaseosa pueden absorber directamente el
O2 aumentando la transferencia. La transferencia de gas es limitada al formarse las colonias
bacterianas o el micelio, dependiendo del microorganismo.
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Por altimo, se utiliza la concentracion critica de oxigeno como valor de la velocidad
especifica de absorcion. Esto indica la respiracion sin ningdn tipo de impedimentos, y tiene
valores concretos para cada microorganismo. Oscila de forma general entre el 5-25% de los
valores de saturacion de oxigeno en los cultivos (Mateos, 2000).

6.2.5 Variables bioldgicas: Microorganismos probidticos

En la Tabla 11 se presentan productos comerciales con microorganismos probidticos. Las
combinaciones presentadas podrian servir en los productos.

Tabla 11. Combinaciones de probi6ticos en algunos productos comerciales para investigar en
la incorporacion en bebidas de LS fermentado

Nombre producto Presentacion Especies/ UFC*

L. acidophilus, L. plantarum, L. bulgaricus, L. rhamnosus (7*108 UFC/ vial -

3.5%108 UFC/ vial en la presentacion para nifios)

10 vialesde L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. bulgaricus, B. bifidus, B. longum, S.
10 mL thermophilus, S. faecium (6*10° UFC/ vial)

+Defens 10 viales

Floramax 6000

Immunilflor 12 viales L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, S .thermophilus ( 2*10° UFC/ vial)
Lactoflora protector 5 viales sabor  B. lactis BI-04, L. acidophilus La-14, L. plantarum Lp115, L. paracasei Lpc37
intestinal nifios a fresa (25*10° UFC/ vial- 1*10'* UFC/ vial en la presentacion para adultos)
Enterum 10 frascos Bacillus coagulans, esporas vivas (2*10° UFC/frasco)
Immunilflor junior Jarar?inOO L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, S. thermophilus (1*10° unidades/200ml)
Microflorana 500”?|_15o L. acidophillus, L. helveticus, Bifidobacterium sp. (6,4%10° UFC/100ml)
Reuterin Gotas5mL L. reuteri sp. protectis (20*10° UFC/gota)
. 10 frascos 8 L. rhamnosus, L. acidophilus, S. thermophilus, B. bifidum, L.bulgaricus
Rotagermine ml (3,5%10° UFC/ frasco)
Arkoprobiotics flora y Sobres L. acidophilus La-14, L. plantarum Lp-115, L. paracasei Lpc-37, L. rhamnosus
bienestar intestinal (5*10% UFC/ sobre)
Axiboulardi junior Sobres S. boulardii 1-3799 (5*10° UFC/sobre)

Sobres de 1.5

Axiboulardi junior L. casei LC-1, B. lactis BI-04 (1*10° UFC/ sobre)

Bacilac infantil Sogres L. rhamnosus GG B.lactis Bb-12 ( 3,3*10° UFC/sobre)
Bivos 1b(;eTi1n. '55(; L. rhamnosus GG (6*10° UFC/sobre)
Dieta viva lactuline 15 sggrgs de Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp. (12*10” UFC/g)
50 sobres de

Dasym pascoe® . acidophilus, B.bifidum KBE ( 2*107 UFC/ sobre)

L
29
Don regulo vientre 10 sobres de  S. thermophilus, L. casei, L. acidophilus, L.bulgaricus, B. bifidum, B. longum,
plano 5¢g L. rhamnosus (2*108 UFC/ sobre)

Ergyphilus nifios 14 sobres L. rhamnosus GG, L. fermentum, B. infantis (3*10° UFC/sobre)

FOS Complex 250 ¢ L. bulgaricus, L. acidophilus, S.thermophilus, B. bifidum (2,25*10% UFC/ 250 ¢

Kaleidon 60 12 sobres L. rhamnosus GG (3*10° UFC/sobre)

Ineldea pediakid

probioticos 5m flora 10 sobres B. lactis (5%10° UFC/sobre)

intestinal
Kallergen TH 30 sobres B. lactis BSO, L. rhamnosus LR05 (2*10° UFC/sobre)
Lactibiane enfant Sobres 1 B. longum LA 101, L. acidophilus LA 102, Lactococcus lactis LA 103, S.
pileje 9 thermophilus LA 104, L. rhamnosus GG LA 801. (4*10-UFC/sobre)

Lactibiane iki pileje 30 sobres B. lactis LA 304, L. acidophilus LA 201 L. salivarius LA 302 (4*10%
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Nombre producto

Presentacion

Especies/ UFC*

UFC/sobre)
Lactibiane reference 30 sobres2,5 B. longum LA 101, L. acidophilus LA102, Lactococcus lactis LA 103,
pileje g S.thermophilus LA 104 (1*10%° UFC/ sobre)
Lactibiane tolerance 30 sobres2,5 B. longum LA 101, L. acidophilus LA 102, Lactococcus lactis LA 103, S.
pileje g thermophilus LA 104, L. rhamnosus GG LA 801 (1*10° UFC/ sobre)
. . L. helveticus, B. bifidum, B. infantis, B. longum, L. acidophilus, L. bulgaricus,
10 sob .
Lactiflor + kids Sopres g, thermophilus (1*10° UFC/sobre)
. . B. infantis, B. lactis, B. longum, Enterococcus faecium, Lactococcus lactis, L. acidophilus,
Laviprobiotic 14 sobres L. casei, L. plantarum y L. salivarius (MEGAFLORA 9®) (1*10, UFC/g)
Neo-lactc;lfjlslus JUVEN= 10 sobres2g L. acidophilus R0052 (8*108 UFC/sobre)
Pegastress 18 sobgres 15 L. helveticus, B. longum. (3*10° UFC/sobre)
B. lactis Nizo 3680, B. lactis Nizo 3882, B. animalis Nizo 3884, E. faecium
Vitanatur simbiotics L 14 sobres 2,5 Nizo 3886, L. faecium Nizo 3891, L. acidophilus Nizo 3887, L. casei Nizo
g 3889, L. plantarum Nizo 3673, L. rhamnosus Nizo 3689, L. salivarius Nizo

3675 (1*10° UFC/g)
. . i o (15109 .
balance polvo oral dosis L. gasseri K5, B. bifidum G9-1, B. longum MM-2 (1*10° UFC/sobre o dosis)
Casenbiotic 10 sobres4g L. reuteri (1*108 UFC/sobre)

Yobalex digestive 30 sobres por

*UFC: Unidades formadoras de colonias. Tomado de (Sanchez, Ruiz y Morales, 2014)

Como se observé en la seccion 4.1. Descripcion de Procesos, dichos cultivos probidticos
pueden afiadirse previo o posterior a la fermentacion de LS. Esta adicion dependera de las
caracteristicas de proceso de cada cepa.

6.2.6 Productos metabdlicos

En la fermentacion de LS pueden producirse componentes que inhiben el crecimiento de
microorganismos funcionales. El sustrato que mejor funciona para la obtencion de los
siguientes compuestos consiste en LS permeado. En primer lugar, se tiene &cido
propidnico, que es un conservante de alimentos. Se puede producir si se utiliza
Propionibacterium acidi, con condiciones de pH 6.5 y 30°C en un biorreactor continuo de
tanque agitado. Puede producirse etanol, sustancia antimicrobiana, como se observo en
2.3.1. Bebidas alcohdlicas. Como microorganismos productores de alcoholes, se pueden
utilizar: Candida pseudotropicalis, E. coli, K. marxianus, K. fragilis, K. bulgaricus, K.
lactis, L. delbrueckii ssp. Bulgaricus, S. cerevisiae con o sin mutaciones, y Zymomonas
mobilis (Jenq et al., 1989. Kourkoutas et al., 2002. Leite et al., 2000, Mahmoud y
Kosikowski, 1982. Rapin et al.,, 1994. Shene y Bravo, 2007. Silveira et al., 2005.
Staniszewski, Kujawski y Lewandowska, 2007. Terrell et al., 1984). La produccién de
etanol dependerd de las condiciones de cada cepa y sus interacciones. En términos
generales se encuentran en rangos de 30-35°C; pH 4,5-5,5; concentracion de lactosa entre
40-120 g/l. Ademés, minimas concentraciones de Oz y una correcta relacién entre
concentracion inicial de M.O. y de lactosa (Ramirez-Navas, 2012). Otras sustancias
antimicrobiana consiste en bacteriocinas, obtenidas con Bacillus licheniformis a pH inicial
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entre 6,5y 7,5y temperatura entre 26 y 37 ° C (Cladera-Olivera, Caron y Brandelli, 2004).
Por ultimo, a partir de Lactococcus lactis puede obtenerse nisina, antibiético, con un pH de
5,5y 31 °C (Liu et al., 2005).

6.3 FORMULACIONES

En la Tabla 12 se expone una recopilacion de diversas formulaciones de bebidas

funcionales con LS fermentado.

Tabla 12. Algunas formulaciones de LS fermentado

Identificador

Formulacion

Condiciones generales

Fuente

Bebida funcional de LS
fermentado, fortificada con
isoflavonas de soya y fito-
esteroles

Agua destilada, LS dulce en polvo
desmineralizado 70%, L. acidophilus LA-5,
L. cassei LBC-81, estabilizante (mezcla de k-
carragenina y goma xantan, 70:30), sacarosa
5% plv, isoflavonas de soya y fitosteroles

Pasteurizacion 85 °C/ 15
min., fermentacién a 37 °C
por 18 h, refrigeracion a 4

°C por 28 dias

(Seyhan, Yaman y
Ozer, 2016)

Bebida probidtica de LS
fermentado con base en kéfir

Agua destilada, suero en polvo dulce
desproteinizado o nominal (46 g/l), granulos
de kéfir

Pasteurizacién 115 °C/ 10
min, fermentacién a 25 °C
por 48 h

(Magalhges et al.,
2011)

Bebida probidtica con base en
LS fermentado

Agua destilada, suero en polvo dulce
desmineralizado, S. thermophilus CRL 804 y
L. delbrueckii sp. bulgaricus CRL 454

Pasteurizacién 80 °C/ 30
min., fermentacién a 37 °C
por24h

(Pescuma et al. 2008)

Bebida funcional
hipoalergénica con base en LS
fermentado

Agua destilada, LS concentrado con 35% de
proteina y bajo contenido de f3-
lactoglobulina, jugo de durazno, lactato
célcilo 2&. S. thermophilus CRL 804, L.
delbrueckii sp.
bulgaricus CRL 656 y L. acidophilus CRL
636

Tratamiento térmico 116
°C/20 min., fermentacion a
37°Cpor24h

(Pescuma et al. 2010)

Bebida antioxidante de jugo de
manzana y LS fermentado por
kéfir

Mezcla de jugo concentrado de manzana y
LS dulce a 14° brix, granos de kéfir (7.56%
piv)

Pasteurizacion de la
mezclade jugoy LSa
60°C por 30 minutos,

fermentacion a 24.82 °C
por 48 h

(Sabokbar, Khodaiyan
y Moosavi, 2015)

Bebida funcional a partir de
jugo de granada, LS y kéfir

Mezcla de jugo concentrado de manzana y
LS dulce a 14° brix, granos de kéfir (8 %

piv)

Pasteurizacion de la
mezclade jugoy LS a
60°C por 30 minutos,

fermentacion a 24.82 °C
por 32 h

(Sabokbar y
Khodaiyan, 2015b)

Bebida probidtica de LS &cido

Agua destilada, LS en polvo, LS &cido, leche
UHT 3.2% de grasa, L. acidophilus La-5y
B. animalis Bb-12

Pasteurizacion de la
mezcla 72 °C por 15
minutos, fermentacion a 42
°C por 5 horas

(Skryplonek y
Jasinska, 2015)

Bebida funcional de LS
fermentado con avena

Agua destilada, LS dulce, avena tradicional
molida 7 g/, goma guar 0.35% de LS,
aspartame 0,39 g/l, L. casei CCIA-B-13y L.
acidophilus CCIA-B-5, emulsién de naranja
como aromatizante

(Arazo et al., 2013)

Bebida funcional de LS
fermentado con alto contenido
de proteinas

Agua estéril, LS dulce en polvo (80% de
proteinas), leche en polvo descremada,
azlcar, L. plantarum DK211, L. helveticus
LH 166, L.plantarum LP-5, S.
thermophilus y L. lactis R704

Homogenizacion a 10000
RPM. Tratamiento térmico
a 70 °C por 30 minutos.
Enfriamiento a 40 °C.
Inoculacién a tasa de 20

(Cho et al., 2015)
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Identificador

Formulacion

Condiciones generales

Fuente

ml/l (108 UFC/ml).
Fermentacion a 37 °C por
10h

Bebida probittica de LS
fermentado

LS dulce, leche en polvo descremada,
azucar, S. salivarius sp. thermophilus y L.
casei sp. casei.

Pasteurizacién 63 °C por
30 minutos. Enfriamiento
entre 40y 43 °C,
fermentacion a igual
temperatura por 3 h.

(Marulanda., 2012)

Bebida funcional con base en
LS probidtica enriquecida con
prebiético

LS dulce, leche descremada, azucar,
fructoligosacaridos (Nutra Flora P-95) S.
thermophilus, L. delbrueckii
sp. bulgaricus, B. y L. acidophilus,
estabilizante

Tratamiento térmico a 85
°C por 20 minutos,
enfriamiento a 42 °C,
fermentacion hasta
alcanzar pH de 4.7-4.8.
Almacenamiento a 5 °C

(Gianetti-Thamer y
Barretto-Penna, 2006)

Bebida fermentada funcional
de LS con maracuya

Suero de queso fresco entero; crema de leche
al 65% de materia grasa; cultivo probidtico:
L. casei; cultivos: L. delbrueckii sp.
bulgaricus y S. salivarius sp. thermophilus;
sacarosa; jarabe de azlcar invertido; pulpa
de maracuya; carboxi-metil-celulosa (CMC)

(Londofio et al., 2008)

6.4 PARAMETROS DE CONTROL

Como parametros de control en un proceso de fermentacion pueden tenerse, entre otros, los

siguientes:

e Tiempo.

e Temperatura.
e Aireacion.

e Nutrientes y activadores.

e Grados Brix.
e pH.
e Acidez.

e Porcentaje de solidos totales.

e Porcentaje

e Porcentaje de células muertas.
e Concentracion inicial o final de azUcar,
lactosa, glucosa o fuente de carbono

dada para crecimiento celular.

e Porcentaje de produccion de metabolitos
de interés discriminados o en conjunto.
e Aspectos sensoriales y de congéneres de

de producto

obtenido/\VVolumen de poblacién.
e Porcentaje de reproduccion

la bebida a producir (Guevara-Carmona,
2003).

6.5 MODIFICACION DE LAS BEBIDAS FUNCIONALES DE LS POR VARIABLES DE PROCESO

A pesar de la informacién recopilada, no se encontraron articulos en los cuales se variaron
condiciones de proceso. En las fuentes citadas, los autores reprodujeron condiciones segln
los cuales las cepas involucradas ofrecieron resultados. No obstante, es probable que dichos
trabajos existan pero no fueron encontrados en las fuentes consultadas. Asimismo, las
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fuentes consultadas estuvieron en inglés y espafiol, y fueron mayoritariamente articulos de
revistas. Todo lo anterior restringid la informacion especifica que permitiria determinar la
modificacion de aspectos en los productos dados.

7 EVALUACION CRITICA

Como materia prima, el LS sirve como sustrato para la fermentacion lactica, sea en lotes o
continua. También posee nutrientes funcionales y prebioticos dentro de sus carbohidratos,
lipidos y proteinas. Mas aun, puede utilizarse como sustrato de microorganismos
probidticos e incrementar sus propiedades funcionales. Las fermentaciones pueden ser
alcohdlicas o lacticas, dependiendo de la cepa bacteriana o la levadura utilizada. También
se pueden utilizar cepas modificadas genéticamente, lo cual incrementa la versatilidad de la
fermentacion. No obstante, no se encontraron trabajos donde se utilizaran procesos de
fermentacion continua, sélo se trabajo por lotes. Esto puede ser reflejo en el proceso de
fabricacion del queso, el cual es generalmente discontinuo.

Los procesos para producir las bebidas fermentadas de LS son similares en su concepcion,
difiriendo en condiciones dependiendo de las cepas involucradas y los productos deseados.
Por tanto, puede ser dificil crear formulaciones generalizadas, como puede ocurrir con otros
productos fermentados. También se puede dificultar hallar rangos de valores de variables
generales, pues los microorganismos involucrados no se multiplican en condiciones iguales.

Asimismo, existe diversidad en las formulaciones donde se utilizan parte de estos
microorganismos, pero aun puede calificarse de incipiente. Esto debido al numero
relativamente pequefio de trabajos encontrados. Tampoco se encontraron trabajos donde se
evaluara el analisis econdmico de la elaboracion de estas bebidas fermentadas. Esto con el
fin de comprobar una hipotética rentabilidad de esta aplicacion, y alentar estos estudios a
nivel de cooperacion academia-industria. Ademas, se podria optimizar procesos en
empresas queseras donde Is sea subutilizado, si el analisis econémico lo permite.

Todo lo anterior son hipétesis que podrian ser susceptibles de investigaciones a nivel de
pregrado y posgrado para la region.
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8 CONCLUSIONES

A nivel académico, la elaboracion de bebidas de LS en general es un campo de
investigacion activo y reciente, en términos generales. Ademas, puede ofrecer
oportunidades para la elaboracion de futuros proyectos de investigacion y desarrollos de
productos.

Existen diversas metodologias, formulaciones e ingredientes para obtener bebidas
fermentadas funcionales con LS. Sin embargo, se deben tener en cuenta muchos
aspectos que pueden influir en la elaboracion. Entre ellos el tipo de cepa, los
sinergismos 0 antagonismos entre distintas cepas, la normatividad. También la
inocuidad de las materias primas, el pH, la temperatura, el contenido y tipo de sélidos y
la concentracion de UFC del inoculo.

No se encontrd informacion sobre modificaciones en las bebidas probioticas a través de
las variables de proceso. Sélo se encontraron formulaciones mas no cambios en las
variables y su impacto en las bebidas.

RECOMENDACIONES

Segun los estudios analizados, gran parte de los procesos se realizan por lotes y a nivel
de laboratorio. Por lo tanto, pueden investigarse a nivel de fermentacion continua, por
lote alimentado y por inmovilizacién para pruebas piloto.

Variables de transferencia de masa, momento y calor, y demas condiciones de proceso
son susceptibles de investigacion. Esto aplica para las cepas individuales o mezclas,
operaciones unitarias y materias primas involucradas.

Los beneficios prebidticos y probioticos de las bebidas fermentadas de LS deben ser
investigados en estudios de vida util y biodisponibilidad. Esto con el fin de verificar si
los componentes funcionales siguen siendo biol6gicamente activos tanto a lo largo de la
vida util del producto como en la ingesta y la respuesta metabélica.

Las modificaciones en variables de proceso pueden ser investigadas, con respecto a su
impacto en las bebidas probidticas de LS fermentado.
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Apoyar procesos de préactica e investigacion de pregrado de la produccion de bebidas
funcionales fermentadas en microempresas locales de produccion de quesos locales.
Esto con el fin de fomentar la creacion de empleos y el fortalecimiento de las relaciones
Universidad Puablica-Mipymes, pues siendo el Unico Programa de Ingenieria de
Alimentos del departamento también cumple una funcion social.
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11 ANEXOS

11.1 ANEXO 1: NORMATIVIDAD

En la Tabla 13 se nombra cierta normatividad referente a bebidas funcionales de LS fermentado.

Tabla 13. Normatividad relacionada

Identificador Consideraciones
Alimentos en general
Resolucion Requisitos sanitarios para actividades de fabricacion, procesamiento, preparacion, envase,
2674/ 2013 almacenamiento, transporte, distribucién y comercializacion de alimentos, materias primas; y
requisitos para la notificacion, permiso o registro sanitario de los alimentos
GTC* 85 Guia de limpieza y desinfeccion para plantas de alimentos
NTC** 1417 Aditivos para alimentos, sustancias aromatizantes
NTC 1453 Aditivos para alimentos, sustancias para conservacion de alimentos
NTC 1474 Alimentos envasados para lactantes y nifios
NTC 1582 Emulsionantes, estabilizantes y espesantes
NTC 1629 Gelatina
NTC 1979 Acido citrico
NTC 2022 Citrato de sodio
NTC 2024 Citrato de potasio
NTC 2376 Acido lactico
NTC 4869 Alimentos refrigerados y congelados, almacenamiento, transporte, distribucion y exhibicion y venta

Productos lacteos

NTC 506 Leche pasteurizada

NTC 732 Leche, determinacién de la eficacia de la homogeneizacion

NTC 805 Leches fermentadas

NTC 930 Crema de leche

NTC 1036 Leche en polvo

NTC 1343 Leches en polvo modificadas

NTC 1419 Leche liquida saborizada

NTC 3856 Leche UAT (UHT) Ultra Alta Temperatura larga vida y leche ultrapasteurizada

NTC 4518 Leche y productos lacteos, muestreo e inspeccién por atributos

NTC 4722 Método para determinar el contenido de grasa, método gravimétrico (método de referencia)

NTC 4723 Método para determinar el contenido de grasa, método gravimétrico de Weibull-Berntrop (método de

referencia)

NTC 2990 Materias primas, cuajos, o enzimas lacto-coagulantes

NTC 4978 Determinacion de la acidez titulable (Método de referencia)

NTC 4979 Determinacion del contenido de solidos totales en leche, crema de leche, leche evaporada, leche

condensada azucarada, arequipe, dulce de leche, helados y queso (método de referencia)

NTC 5025 Determinacion del contenido de nitrégeno

NTC 5098 Suero en polvo

NTC 5201 Directrices para una descripcion normalizada de ensayos de confirmacion preliminar para la deteccion

de residuos antimicrobianos

NTC 5219 Determinacion del contenido de aflatoxina M, purificacion mediante columna de inmunoafinidad y
determinacion por cromatografia liquida de alta eficiencia

NTC 5245 Précticas de limpieza y desinfeccion para plantas y equipos utilizados en la industria lactea

NTC 5246 Bebida lactea con avena

NTC 5255 Préacticas en la industria de la leche pasteurizada

54



SALGADO L., ANDRES M. BEBIDAS PROBIOTICAS

Identificador

Consideraciones

NTC 5370

NTC 5371
NTC 5393

NTC 512-1,
NTC 512-2
NTC 2167
NTC 4447

GTC-ISO/TS
22004
NTC 5132
NTC-ISO 22000

GTC 185
NTC 2679
NTC 2680
NTC 2681
NTC 3501
NTC 3882
NTC 3883
NTC 3884
NTC 3915
NTC 3929
NTC 3932

NTC 4129, NTC
4130
NTC 4489
NTC 4503
NTC 4604
NTC 4794
NTC 4934
NTC 5278

NTC 440
NTC 1236
NTC 5034

Leche tratada térmicamente: determinacion del contenido de lactulosa, método de cromatografia
liquida de liquida de alta resolucién
Directrices para la descripcion normalizada de ensayos de inhibidores microbianos
Plantas de lacteos, condiciones de higiene, directrices generales sobre procedimientos de inspeccion y
muestreo

Empaques
Rotulado o etiquetado: Parte 1 Norma general; Parte 2. Rotulado nutricional de alimentos envasados

Productos alimenticios empacados, contenido neto
Analisis sensorial. Modelo estandar para la determinacion del efecto del empaque en los productos
alimenticios y bebidas durante el almacenamiento de los productos

Calidad
Sistema de gestion de inocuidad de los alimentos. Guia para la aplicacion de la norma NTC-1SO
22000:2005
Directrices para la aplicacion de la NTC-1SO 9001:2000 en la industria de alimentos y bebidas
Sistemas de gestion de la inocuidad de los alimentos. Requisitos para cualquier organizacion en la
cadena alimentaria

Analisis sensorial
Metodologia, guia general
Metodologia “A” y “NO A”
Ensayo de comparacion por pares
Prueba triangular
Vocabulario
Aparatos de copa de cata para productos liquidos
Prueba dlo-trio
Guia general para el disefio de cuartos de prueba
Metodologia, método para investigar la sensibilidad del gusto
Metodologia, métodos del perfil del sabor
Identificacion y seleccion de descriptores para establecer un perfil sensorial por una aproximacion
multisensorial

Guia general para la seleccién, entrenamiento y seguimiento de evaluadores, Parte 1. Evaluadores

seleccionados; Parte 2. Expertos

Perfil de textura
Metodologia, iniciacion y entrenamiento de evaluadores en la deteccion y reconocimiento de olores
Directrices generales y método de ensayo para la evaluacion del color en alimentos
Anélisis sensorial en bebidas que contienen alcohol
Metodologia, guia general para para establecer un perfil sensorial
Metodologia, analisis secuencial

Otros analisis
Productos alimenticios: métodos de ensayo
Alimentos envasados, toma de muestras e inspeccion
Microbiologia de alimentos y alimentos para animales: Método horizontal para el recuento de
bacterias mesofilicas de &cido lactico. Técnica de recuento de colonias a 30 °C

*GTC: Sigla para Guia Técnica Colombiana. **NTC: Sigla para Norma Técnica Colombiana.
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Adicionalmente, en la Tabla 14 se nombran sellos de calidad aplicables al subsector
industrial.

Tabla 14. Sellos de calidad y certificaciones referentes
Identificador

Consideraciones
BPM

Buenas practicas de manufactura
HACCP
BPA

Analisis de riesgos y control de puntos criticos
Buenas Practicas Agricolas
SQF

Certificacion del estandar de seguridad y calidad alimentaria
1SO 9001 Sistema de Gestion de Calidad
1SO 14001 Sistema de Gestion Ambiental
1SO 22000 Sistema de Gestion de la Inocuidad de los alimentos
BASC Business Alliance for Secure Commerce
GFsl
AF

Iniciativa mundial de seguridad alimentaria
Alimento funcional
DOP Denominacion de Origen Protegida
IGP Identificacion Geogréfica Protegida
ETG Especialidad Tradicional Garantizada
Agricultura organica y sostenible Alimento ecolégico, Canada organic, USDA organic, Biotropico, UTZ certified,
Sello ambiental colombiano, Certificacion de la Union Europea en agricultura

bioldgica, RainForest Alliance Certified
Fair trade

Comercio justo, pequefios productores
USDA/FDA

Certificado por el Departamento de Agricultura y la Agencia de Medicamentos y
Alimentos de Estados Unidos de América

AHA Aprobado por la Asociacion Estadounidense del Corazén

FFCP

Halal

Free Farmed Certificated Program
Alimentos aceptables dentro de la religion musulmana
Cashrut (Kdsher, en yiddish)

Alimentos aceptables dentro de la religion judia
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