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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo la elaboracion de una bebida adicionada con
Lactobacillus casei y jugo de granada como antioxidante. Para tal objetivo se formulo
una bebida con un 5% de cépsulas con lactobacillus casei en una concentracion de 10°
(que es lo requerido para que la bebida sea considerada probidtica), el cual aislado e

identificado a partir de un producto comercial.

Para la preparacion de las capsulas se utilizaron alginato de sodio en una concentracion
del 1.5% y xantana al 0.1% (Ko, el. al., 2008) usando como medio de dispersién jugo
de granada, se dejaron caer gotas de la dispersion en una solucion de cloruro de calcio
al 2% teniendo un tiempo de inmersion de 2 minutos. Se aplicaron pruebas de
estabilidad y analisis de perfil de textura (TPA). Esto para ver la influencia que tiene el
lactobacilo en la formacion de geles.

Para el caso de las capsulas que no contenian lactobacilos se tuvieron valores de dureza
mayores al compararlas con las cépsulas que si lo contenian, de igual manera en los
datos de cohesividad y masticabilidad. Teniendo como resultado capsulas mas estables
las que no tenian lactobacilos.

En cuanto a la evaluacion sensorial se hizo uso de una prueba no paramétrica para el
andlisis de los resultados ya que estas pruebas nos dan como resultado el nivel de

preferencia de un producto sobre otro utilizando diferentes formulaciones.



Introduccion

En los Gltimos tiempos ha surgido una gran preocupacion por parte de los consumidores,
de ingerir alimentos que, ademas de ser agradables al paladar, sean benéficos para la salud
(Villavicencio, 2006).

A fines de la década de los 80, aparecio un nuevo concepto en alimentos, definido como
alimentos funcionales, los cuales ademés del aporte nutritivo entregado, causan un efecto
positivo sobre la salud. Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan los
alimentos que contienen determinados minerales, vitaminas, &cidos grasos o fibra
alimenticia, los alimentos a los que se han afiadido sustancias biol6gicamente activas,
como fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probi6ticos. Este Gltimo grupo, corresponde
la introduccion de microorganismos vivos que adicionados a un alimento, en
concentraciones optimas, ejercen un efecto benéficio sobre la salud humana. Bacterias
probidticas como el Lactobacillus casei Shirota, han sido aplicados en la industria
alimentaria durante bastante tiempo, mayoritariamente en productos lacteos, existiendo
poca variedad de otros productos, que se utilicen como vehiculo para estos

microorganismos (Villavicencio, 2006).

El jugo de granada, ha sido intensamente investigado durante los ultimos afios, estudios
realizados en la Universidad de Haifa (Israel) han descubierto que el zumo de Granada es
el producto natural con mas antioxidantes, contiene hasta tres veces mas que el té verde y
el vino tinto, esto es debido sobre todo a la accion de los polifenoles, el acido elagico y los
taninos hidrolizables. Y contiene un elevado contenido en Vitamina C, la cual contribuye
enormemente a incrementar su valor afiadido como producto altamente benéfico para la
salud. Es un potente antioxidante anticancerigeno, destaca la prevencion del cancer de
prostata, disminuye los riesgos cardiovasculares, ayuda a los diabéticos e hipertensos
(Andreu-Sevilla, 2001).

Actualmente, no se han desarrollado productos que combinen probiéticos y jugo de
granada, por lo que la finalidad de este estudio, dado las caracteristicas benéficas que estos
poseen sobre el organismo, serd desarrollar un producto que conjunte los beneficios de

ambos.



CAPITULO I
MARCO TEORICO



1. Generalidades

1.1. Alimento funcional

Se entiende usualmente bajo esta denominacion a cualquier alimento o ingrediente
potencialmente saludable que pueda proveer beneficios a la salud mas alla de los
nutrientes tradicionales que contiene. Diversas instituciones a nivel internacional han
elaborado su propia definicion sobre los alimentos funcionales, y existen adn
controversias sobre qué es y que no es un alimento funcional; incluso la American
Dietetic Association sefiala que todos los alimentos podrian considerarse como
alimentos funcionales segun el estado fisiologico (ADA, 2004). En este trabajo se
utilizara la definicién propuesta por el International Food Information Council (IFIC,
2002) que define a los alimentos funcionales como “aquellos alimentos que proveen

beneficios a la salud mas alld de la nutricion bdsica”.

En consonancia con esta definicion, podemos contar a las frutas y vegetales como una
de las formas més simples de alimentos funcionales. La zanahoria por ejemplo debe ser
considerada un alimento funcional ya que posee altas concentraciones de beta-
carotenos. A pesar de que el Cddigo Alimentario Argentino (CAA, 2002) no ha
definido a los alimentos funcionales, hace mencion a los alimentos modificados,
enriquecidos y fortificados, que también podemos incluir dentro de los alimentos

funcionales.

El concepto de alimento funcional como lo entendemos actualmente, emerge en Japon
recién en 1984, a causa de la mayor preocupacion de la poblacion por las enfermedades
relacionadas con el estilo de vida. En 1991, el Ministerio de Salud y Bienestar de Japon
es el primero en establecer una politica que permitia legalmente la comercializacién de
alimentos funcionales bajo el nombre de “alimentos para usos de salud especificos”

(FOSHU) (Arai, 2001).
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1.1.1. Probioticos

1.1.1.1. Historia y definicion

El término probiotico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor
de la vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen
efectos benéficos para los seres humanos y los animales. La observacion
original de la funcion positiva desempefiada por algunas bacterias se atribuye a
Eli Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus trabajos en el
Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmé que "la dependencia
de los microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar
medidas para modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios

nocivos por microbios dtiles” (Metchnikoff, 1907).

Por entonces el pediatra francés Henry Tissier observé que los nifios con
diarrea tenian en sus heces un escaso numero de bacterias caracterizadas por
una morfologia peculiar en forma de Y. Estas bacterias “bifidas” eran, por el

contrario, abundantes en los nifios sanos (Tissier, 1906).

Sugiri6 la posibilidad de administrar estas bacterias a pacientes con diarrea para
facilitar el restablecimiento de una flora intestinal sana. Las obras de
Metchnikoff y Tissier fueron las primeras en las que se hicieron propuestas
cientificas con respecto a la utilizacion probiotica de bacterias, aun cuando la
palabra “probiotico” no se acuiid hasta 1960, para designar las sustancias
producidas por microorganismos que promovian el crecimiento de otros
microorganismos (Lilly y Stillwell, 1965). Fuller (1989), con objeto de recalcar
el caracter microbiano de los probi6ticos, definié de nuevo el término como "un
suplemento dietético a base de microbios vivos que afecta benéficamente al
huésped mejorando su equilibrio intestinal”. Havenaar y Huis in 't Veld (1992)
propusieron una definicion muy similar: "un monocultivo o cultivo mixto
viable de bacterias que, cuando se aplica a animales o seres humanos, afecta

benéficamente al huésped mejorando las propiedades de la flora autdctona”.
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Una definicidbn mas reciente, aunque probablemente no sera la dltima, es la
siguiente: "microorganismos vivos que, cuando se consumen en cantidades
apropiadas, confieren al huésped efectos saludables " (Guarner y Schaafsma,
1998).

Es evidente que estas definiciones:
1) han circunscrito la utilizacion del término probidtico a los productos que
contienen microorganismos vivos
2) indican la necesidad de proporcionar una dosis apropiada de bacterias

probidticas para obtener los efectos deseados

Las observaciones de Metchnikoff (1907) y Tissier (1906) resultaron tan
atractivas que, inmediatamente después, sus obras cientificas fueron objeto de
explotacion comercial. Lamentablemente, los resultados no siempre fueron
positivos y la mayoria de esas observaciones tuvieron un caracter anecdotico.
Por consiguiente se consider6 que el concepto de probidtico no estaba
demostrado cientificamente y durante decenios recibié escasa atencién, aparte
de algunas investigaciones sobre piensos encaminadas a encontrar sucedaneos
saludables para los agentes promotores del crecimiento. Sin embargo, en los 20
ultimos afios la investigacion sobre los probidticos ha progresado
considerablemente y se han realizado avances notables en la seleccion y
caracterizacion de cultivos de probidticos concretos y la justificacion de las
declaraciones de propiedades saludables en relacion con su consumo
(FAO/OMS, 2001).

Como microorganismos probidticos se utilizan sobre todo, aunque no
exclusivamente, bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, y el
namero de alimentos probioticos puestos a disposicion de los consumidores es
cada vez mayor. Para comprender la importancia del concepto de alimento
probidtico para la salud humana son necesarias algunas consideraciones

ecologicas acerca de la flora intestinal.
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Las bacterias viven normalmente en el cuerpo humano (asi como en el de los
animales superiores y los insectos), incluido el aparato digestivo, donde existen
mas de 400 especies bacterianas (Tannock, 1999): mas de la mitad del peso de
la materia que se encuentra en el colon corresponde a células bacterianas cuyo
namero es diez veces superior al de las células de los tejidos que constituyen el
cuerpo humano. El estémago contiene normalmente pocas bacterias (10°
unidades formadoras de colonias por ml de jugo gastrico), mientras que la
concentracion bacteriana aumenta a lo largo del intestino hasta llegar a una
concentracion final en el colon de 10 bacterias/g. La colonizacién bacteriana
del intestino comienzo con el nacimiento, ya que los recién nacidos permanecen
en un medio estéril hasta que comienza el parto, y continta durante toda la vida,
con cambios notables en funcion de la edad (Mitsuoka, 1992). Las bacterias,
que forman la denominada microflora intestinal residente, no suelen tener
efectos nocivos agudos, y se ha demostrado que algunas de ellas son necesarias

para mantener el bienestar de su huésped.

Cabe citar como ejemplo de la funcidn benéfica de la microflora intestinal lo
que se ha denominado la "resistencia a la colonizacion" o “efecto de barrera”
(van der Waaij et al., 1971; Vollaard y Clasener, 1994), en referencia al
mecanismo que utilizan las bacterias ya presentes en el intestino para mantener
su presencia en ese medio y evitar la colonizacién de esas mismas zonas
intestinales por microorganismos ingeridos recientemente, incluidos patdgenos.
Por consiguiente, cabe suponer que la manipulacion alimentaria de la
microflora intestinal con objeto de aumentar el niUmero relativo de "bacterias
beneficiosas" podria contribuir al bienestar del huésped. Esta fue también la
hipdtesis original de Metchnikoff, quien, no obstante, advirtio:

"Deberian realizarse investigaciones sistematicas sobre la relacion de los

microbios intestinales con la senilidad precoz, y sobre la influencia de los
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regimenes alimenticios que impiden la putrefaccion intestinal, prolongando la

vida y manteniendo la fuerza del organismo."

1.1.1.2. Caracteristicas de un alimento probiodtico

Los requisitos que deben cumplir los alimentos probioticos son:

Sinergismo entre los cultivos de microorganismos y los iniciadores de la
fermentacion (fermentos, cultivos iniciadores), para obtener un producto
fermentado con Optimas caracteristicas sensoriales.

Los microorganismos probioticos deben permanecer viables y activos en el
alimento y durante el transito gastrointestinal, para garantizar su potencial
efecto benéfico en el huésped. En este aspecto, son importantes el pH
derivado del proceso de fermentacion, el oxigeno disuelto (especialmente
para las bifidobacterias), el antagonismo entre especies, la composicion
quimica del medio de cultivo, la concentracion de azucares, las practicas de
inoculaciéon del cultivo probiético, la temperatura y duracion de la
fermentacion, y las condiciones de almacenamiento del producto (Taranto,
2005).

Segun Nava (2008) un probiético debe reunir las siguientes caracteristicas:

La seguridad bioldgica, no deben causar infecciones de 6rganos o de
sistemas.

La capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del organismo
huésped, por lo tanto, deben ser preferiblemente de procedencia intestinal.
La capacidad de resistir la accion de los acidos gastricos y de las sales
biliares para llegar vivas en grandes cantidades al intestino.

La capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de
colonizar el segmento gastrointestinal.

La sinergia con la microflora enddgena normal del intestino

El efecto barrera, este término define la capacidad de producir sustancias que
tengan una accion trofica sobre el epitelio de la mucosa intestinal.
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1.1.1.3. Tipos

1.1.1.3.1. Naturales

Se encuentran en lacteos fermentados, como yogurt, leche y quesos,
vegetales fermentados, como aceitunas y chucrut, soya, cereales, carnes y
pescados fermentados y bebidas alcoholicas artesanales. El problema de los
probioticos naturales es que es dificil usarlos en condiciones terapéuticas y
entornos médicos, porque la mayoria de ellos necesita de condiciones de
almacenamiento a bajas temperaturas y tienen una vida media, en buenas
condiciones, limitada. Sin embargo, la principal limitante para su uso es que
la cantidad de microorganismos que contienen es tan baja que habria que
tomar varios litros de yogurt cada dia, por ejemplo, para obtener algin efecto
terapéutico. Entonces, estos productos pueden ser parte de una alimentacion

sana, pero no tienen eficacia terapéutica (Mennickent y Green, 2009).
1.1.1.3.2. Comercializados

Son los probiodticos naturales pero incorporados en algin producto
alimenticio, por ejemplo yogurt en formato comercial, obtenido a partir de
diferentes cepas de microorganismos, y algunas leches maternizadas
(Mennickent y Green, 2009).

1.1.1.3.3.  Suplementos alimenticios

Se trata de suplementos dietarios que contienen probioticos en forma de
capsulas o en polvo. No es un medicamento y su distribucion se rige por la

legislacién de los alimentos (Mennickent y Green, 2009).

1.1.1.4. Lactobacillus

1.1.1.4.1. Caracteristicas generales del género Lactobacillus

El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos) se
caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos

(Figura 1), aungue con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o coco-
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bacilos coryneformes (Kandler y Weiss, 1986); lo cual hace que se puedan
confundir con géneros aislados habitualmente de materiales clinicos (Marin,
etal., 1993). Estos bacilos se presentan cominmente formando cadenas y en
general son no matiles, pero cuando tienen motividad es por la presencia de
flagelos. Son Gram positivos y solo las células muertas o envejecidas pueden

dar resultados variables a la tincién de Gram.

-
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Figura 1. Morfologia del Lactobacillus (Fuente: Frazier, 2000)

Ademas, no esporulan y algunas cepas presentan cuerpos bipolares que
probablemente  contengan  polifosfato. Los grandes  bacilos
homofermentativos presentan granulos internos revelados por tincion de

Gram o por tincion con azul de metileno.

El género Lactobacillus esta distribuido en varios nichos ecoldgicos a traves
del tracto gastrointestinal y genital y constituye una fraccion importante de la
microflora nativa del hombre. Estos microorganismos son raramente
asociados con casos de infeccion gastrointestinal y extraintestinal, y las
cepas empleadas tecnolégicamente son consideradas como no patdgenas
(Gomes y Malcata, 1999).

Las colonias de Lactobacillus en medios solidos son pequefias (2-5 mm),
convexas, suaves, con margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Solo en
algunos casos presentan coloracion amarillenta o rojiza.

1

t17



Generalmente no presentan actividad proteolitica ni lipolitica que pueda
apreciarse mediante halos claros formados en medios sélidos que contengan
proteinas o grasas. Sin embargo, muchas cepas presentan ligera actividad
proteolitica debido a proteasas y peptidasas ligadas a la pared celular o
liberadas por ésta, asi como una débil actividad lipolitica debido a la accion

de lipasas intracelulares (Law y Kolstad, 1983; citados por Bergey, 1992).

Normalmente no reducen los nitratos, pero esta reaccion puede ocurrir en
algunos casos, cuando el pH est4 por encima de 6,0. Tampoco producen
indol ni sulfidrico (H,S). Son catalasa negativos, pero algunas cepas
producen la enzima pseudocatalasa que descompone el perdxido de
hidrégeno. Son citocromo negativos, por la ausencia de porfirinas; presentan

una reaccion benzidinanegativa (Bergey, 1992).

Los lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes,
pero contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados,
produciendo compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados y hasta

aminas en el queso (Law y Kolstad, 1983; citados por Bergey, 1992).

Los lactobacilos tienen requerimientos para su crecimiento las siguientes

condiciones:

pH. Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente &cidos, con pH
inicial de 6,4 - 4,5 y con uno 6ptimo de desarrollo entre 5,5 y 6,2. Su
crecimiento cesa cuando el pH alcanza valores desde 4 hasta 3,6 en
dependencia de especies y cepas y disminuye notablemente en medios
neutros o ligeramente alcalinos. Los lactobacilos son capaces de disminuir el
pH del sustrato donde se encuentran por debajo del valor 4,0 mediante la
formacion de &cido lactico. De esta forma evitan o al menos disminuyen
considerablemente el crecimiento de casi todos los otros microorganismos
competidores, exceptuando el de otras bacterias lacticas y el de las levaduras
(Bergey, 1992).
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Necesidades de oxigeno. La mayoria de las cepas de Lactobacillus son
principalmente aerotolerantes; su crecimiento Optimo se alcanza bajo
condiciones microaerofilicas o anaergbicas y se conoce que un incremento
de la concentracion de CO, (de aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede
estimular el crecimiento, sobre todo en el caso del crecimiento superficial

sobre medios sélidos (Bergey, 1992).

Temperatura de crecimiento. La mayor parte de los lactobacilos son
mesofilos (30 - 40°C), con un limite superior de 40°C. Aunque su rango de
temperaturas para el crecimiento oscila entre 2 y 53°C, algunos crecen por
debajo de 15°C y hay cepas que crecen por debajo de 5°C. Otros crecen a
temperaturas bajas, cercanas al punto de congelacién (por ejemplo, los que

habitan en carnes y pescados congelados).

Los llamados lactobacilos “termofilos” pueden tener un limite superior de
temperatura de 55°C y no crecen por debajo de 15°C. Aln no se conocen los
verdaderos lactobacilos termofilos que crezcan por encima de 55°C (Bergey,
1992).

1.1.1.4.2. Caracteristicas generales del Lactobacillus casei Shirota (LcS)

Es una bacteria lactica, utilizada como cultivo indicador para la obtencién de
bebidas funcionales (Yokokura et. al., 1999). Se consideraba probidtico,
originalmente aislado de heces del intestino humano y es ampliamente
utilizado como cultivo indicador para la obtencién de productos lacteos
fermentados considerados alimentos funcionales ya que contienen
probidticos, se considera que es capaz de activar la respuesta inmune del
huesped, destacando su actividad antitumural y proteccién contra infecciones
(Matsuzaki, et. al., 1998; Kato, et. al., 1988; Miake, et. al., 1985).
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En el sistema de clasificacion tradicional LcS es una bacteria Gram (+) que
pertenece al género  Streptobacterium, que incluye organismos
homofermentativos que pueden crecer a 15°C con un maximo de 41°C. Su
contenido de G + C es de 45-47% y produce acido L-lactico como principal
producto metabolico a partir de glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa y
maltosa. Produce ademas vitaminas Bl, B2, B6, B12. El patron de
utilizacion de carbohidratos por esta cepa es similar al observado en otras
cepas de Lactobacillus casei. Su capacidad de utilizar la lactosa esta

controlada por un plasmido (Takeshi, 2000).

El LcS posee un tamafio promedio de bacilo. Cada célula posee de 1 a 2.5
pm de longitud y tiene diametro de cerca de 0.5 um. en general el tamafio de
las bacterias cambia ligeramente durante el cultivo (Figura 2). En el caso del
LcS, células mas grandes que 4 um algunas aparecen en la Gltima etapa del

cultivo, cuando la divisién termina (Amako, 1983).

Figura 2. Lactobacillus casei Shirota (Fuente: Yakult.com, 2011)

Se ha comprobado que este microorganismo tiene influencia sobre un tipo de
cancer de vejiga, que es caracterizado por una alta incidencia y recurrencia
en mujeres. ElI consumo de LcS ha mostrado una reduccion en este tipo de
cancer. El posible mecanismo de accion, es una reduccion en la actividad
mutagénica urinaria, aunque también puede jugar un rol, la modulacion del
sistema inmune segin Hayatzu et al., 1993; Aso et al., 1995 y Ohashi, et al.,
2002, citado por Ouwehand et al., 2003. Por su parte, Aso et al., 1995,
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Salminen et al., 1998, Tanaka y Ohwaki, 1994 citado por Fonden et al.,
2000, reportan efectos benéficos de LcS sobre la prevencion de disturbios
intestinales, balance en la microflora intestinal y efectos positivos sobre el

cancer femenino de vejiga.

Se han realizado estudios en los cuales se analiz6 la cantidad de LcS en la
materia fecal de individuos que bebieron 125 ml de leche fermentada
conteniendo 10 LcS vivas durante 3 dfas. La cantidad promedio encontrada
fue aproximadamente de 10’ bacterias vivas por gramo de heces, indicando
que estos LcS sobrevivieron el transito a través del tracto gastrointestinal
luego de la ingestion de la leche fermentada. (Spanhaak et al., 1998).

Un estudio realizado en la Argentina concluye que el consumo diario de
160ml de leche fermentada con LcS disminuye en un 16,7% la
colesterolemia (presencia de colesterol en la sangre) en pacientes
hipercolesterolémicos en 28 dias. De la poblacion estudiada, el 17% sufrié
leves efectos digestivos adversos siendo su periodo de recuperacion no

superior a 2 dias. (Fonden et al., 2000).

Después de realizar estudios, del comportamiento de L. casei frente al pH del
estdmago se encontraron gue la cepa permanece viable en un rango de pH de
3.0 a 7.0 logrando sobrevivir por el transito a través del estbmago cuando se
ingiere con alimentos o productos lacteos, lo cual aumenta por sobre 3 el

valor de pH.
1.2. Bebidas

Segun la NOM-051 se define una bebida no alcohdlica como cualquier liquido natural
o transformado, destinado al consumo humano, que proporciona al organismo
elementos para su nutricion por via oral y que no contiene mas del 0,5 por ciento en

volumen de alcohol etilico.
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Entre los alimentos funcionales se encuentran las bebidas funcionales, a base de jugos
de frutas ya que afectan beneficios a la salud por encima de los valores nutritivos
simples atribuidos al producto convencional, como pueden ser los jugos de frutas,
actualmente existen en el mercado bebidas para deportistas (con sales y minerales,
isotonicas, fibra y soya) y enriquecidas (vitaminas, oligosacaridos, betacaroteno, etc.)
para disminuir el nivel de colesterol en la sangre y prevenir enfermedades del colon
(Davidson, et. al., 1998).

Las bebidas se modernizan en respuesta a la demanda de los consumidores. Hoy en dia
el consumidor se preocupa méas por llevar una vida sana. Por ello se ha vuelto mas
critico y exige bebidas con un mejor sabor y méas saludables. Ademas, los
consumidores de hoy tienen menos tiempo disponible y buscan comprar productos que
les ofrezcan soluciones Las tendencias del mercado estan basadas en conceptos tales
como bienestar, conveniencia, proteccion de la salud e innovacién. Los consumidores
estan dispuestos a probar cosas nuevas. Por supuesto siempre, o mas importante es que

tengan un sabor agradable (Rivera, 2008).

1.2.1. Tipos de bebidas

1.2.1.1. Bebidas con fibras

Las numerosas pruebas realizadas han demostrado claramente que la fibra
favorece una digestion mas répida y eficaz, y que ademas, optimiza la

eliminacidn de las grasas ingeridas (Beristain, 2006).

1.2.1.2. Bebidas enriquecidas

Enriquecida con las vitaminas A, C y E creando una auténtica barrera
vitaminica. Refuerza el sistema inmunoldgico y estimula el crecimiento. Son
consideradas bebidas contra el stress oxidativo dado que las sustancias
antioxidantes funcionan como una barrera frente al efecto nocivo de los
radicales libres sobre el ADN (los genes), las proteinas y los lipidos de nuestro

cuerpo (Contreras, 2011).
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1.2.1.3. Bebidas energéticas

El concepto de productos energéticos estd basado en la cafeina como
estimulador de cuerpo y mente. Otros ingredientes innovadores en esta area son
el té verde, extracto de yerba mate, revitalizantes como vitamina C y extractos

como guarana, nuez cola, etc (Contreras, 2011).

1.2.1.4. Bebidas isotonicas

El empleo de una bebida que contenga disueltas las sales minerales que se
pierden durante el ejercicio sera benéfica para mejorar el rendimiento
deportivo. La ventaja de este tipo de preparados es la reposicion rapida de los

electrolitos perdidos (Rivera, 2008).

1.2.1.5. Bebidas funcionales

Las bebidas funcionales son productos que poseen componentes fisiol6gicos
que complementan su aporte nutricional y que representan un beneficio extra
para la salud de las personas, como por ejemplo en el metabolismo del
colesterol, la mineralizacion ésea y la reduccién de riesgos de enfermedad
(Makymat, 2010).

Dentro de los ingredientes que pueden ayudar en este beneficio, tenemos al
lactato de calcio. Practicamente todo tipo de bebidas, como el agua mineral,
leche de soya, bebidas energéticas, nectares o jugos, ya tienen una linea de
productos fortificados con calcio, como un valor agregado del producto
(Rivera, 2008).

1.3. Encapsulacion de Lactobacillus

Si tenemos en cuenta que los probidticos son principalmente consumidos por via oral,

€S

I6gico pensar, que sus efectos beneficiosos se pondran de manifiesto,

fundamentalmente, en patologias intestinales. Sin embargo, la posibilidad de modular

]
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la respuesta inmune de tipo sistémica, hace que los probidticos también presenten
efectos positivos en otras alteraciones extraintestinales, como alergias y vaginitis
(Arribas et al., 2008).

No obstante, el problema que se presenta a la hora de incorporar probidticos a
cualquier formulacion, es la escasa resistencia de los microorganismos a los procesos
tecnoldgicos y a diferentes condiciones ambientales como el pH, el oxigeno o la

temperatura (Ruiz, 2009).

Por todo esto, es necesario que los microorganismos se introduzcan protegidos por una
barrera fisica que evite su exposicién a las condiciones adversas del entorno. Para ello,
recurrimos a las técnicas de microencapsulacion, que consisten en el recubrimiento de
pequefias cantidades de un determinado compuesto mediante un material protector que

es generalmente de naturaleza polimérica (Ruiz, 2009).

La microencapsulacion protege a los materiales encapsulados de factores como el calor
y la humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad, también se ha
utilizado para mejorar el sabor y la estabilidad de medicamentos y como barrera contra
malos olores y sabores. Ayuda, ademas, a que los materiales fragiles resistan las
condiciones de procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor

nutritivo y apariencia (Ruiz, 2009).

La seleccion del método de encapsulacion estard en funcion del tamafio medio de la
particula requerida, de las propiedades fisicas del agente encapsulante, de la sustancia a
encapsular, de las aplicaciones del material encapsulado propuesto, del mecanismo de

liberacion deseado y del coste (Ruiz, 2009).

1.3.1. Métodos de microencapsulacion

Existen diversos métodos para la produccién de microcapsulas. En general, estos
métodos se pueden dividir en tres grupos:
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1.3.1.1. Procesos fisicos
1.3.1.1.1. Secado por aspersion

Es la transformacion de un fluido en material sélido, atomizandolo en forma de
gotas mindsculas en un medio de secado en caliente. La distribucion del tamafio
de las particulas obtenidas por este método es, en general, menor a 100 u. Se

distinguen los siguientes pasos:

1. La preparacion de la emulsidn o suspension del material a encapsular en una

solucién encapsuladora.
2. La atomizacion y la deshidratacion de las particulas atomizadas.

Una de las grandes ventajas de este proceso, ademas de su simplicidad, es que
es apropiado para materiales sensibles al calor, ya que el tiempo de exposicion a

temperaturas elevadas es muy corto. (Pedroza, 2002)

1.3.1.2. Procesos quimicos

1.3.1.2.1. Polimerizacion interfacial

En este proceso se produce la polimerizacion de un monémero en la interfase
de dos sustancias inmiscibles, formando una membrana, que dara lugar a la

pared de la microcépsulas. Este proceso tiene lugar en tres pasos:

1. Dispersion de una solucion acuosa de un reactante soluble en agua, en una

fase organica para producir una emulsién agua en aceite

2. Formacion de una membrana polimérica en la superficie de las gotas de agua,

iniciada por la adicién de un complejo soluble en aceite a la emulsidn anterior.

3. Separacion de las microcapsulas de la fase organica y su transferencia en
agua para dar una suspensién acuosa. La separacion de las microcapsulas se

puede llevar a cabo por centrifugacion (Yanez, 2002).
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1.3.1.2.2. Incompatibilidad polimérica

En este método se utiliza el fendmeno de separacion de fases, en una mezcla de
dos polimeros quimicamente diferentes e incompatibles en un mismo solvente.
El material a encapsular interaccionara solo con uno de los dos polimeros, el
cual se adsorbe en la superficie del material a encapsular formando una pelicula
que los engloba. De manera general, este proceso se lleva a cabo en solventes
orgénicos y cuando el material a encapsular es sélido (Yafiez, 2002).

1.3.1.3. Procesos fisicoquimicos
1.3.1.3.1. Coacervacion
Es un método fisico-quimico que se basa en la separacion de fases, consiste en

tres pasos:

1. Formacion de un sistema de tres fases quimicamente inmiscibles (una fase
liquida o fase continua, un material a recubrir y un material de cobertura o de

pared)

2. Deposicion del material polimérico liquido que formara la cubierta sobre el

material a cubrir
3. Solidificacion de la cubierta.

Con esta técnica, se pueden obtener microcapsulas esféricas muy pequefias, de
hasta de 4 um y con una carga de material a encapsular de alrededor del 90%.
Ademas, proporcionan una buena proteccion contra las perdidas por

volatizacién y contra la oxidacion (Yéafez, 2002).

1.3.1.3.2. Liposomas

Los liposomas son particulas microscopicas hechas de lipidos y agua

principalmente. Son estructuras compuestas de una bicapa de lipidos que
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engloban un volumen acuoso. Se elaboran con moléculas anfifilicas que poseen
sitios hidrofdbicos, por ejemplo, fosfolipidos como la lecitina. En la fase
acuosa, se coloca en material a encapsular cuando es hidrofilico o bien se
agrega en el solvente organico donde se disuelven los fosfolipidos, si es

lipofilico (Yariez).

1.3.1.3.3. Gelificacion iénica

Existen dos técnicas de gelificacién (Rodriguez, 2003):
Gelificacion externa:

En la gelificacion externa, la sal de calcio soluble es agregada en el seno de una
emulsion A/O. El tamafio de particula no puede ser bien controlado y las
particulas tienden a coagular en grandes masas antes de adquirir la consistencia
apropiada. Ademas, el tamafio de particula que se obtiene es grande, entre
400pum y Imm (Liu, 2007).

Gelificacion interna:

La gelificacion interna se basa en la liberacién del ién calcio desde un complejo
insoluble en una solucién de alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por
acidificacion de un sistema aceite-acido soluble, con participacién en la fase
acuosa del alginato. Esta técnica permite obtener particulas de un tamafio de

aproximadamente 50 um (Liu, 2007).

De acuerdo con esta técnica, a la fase acuosa, generalmente formada por
alginato y carbonato calcico, se le adiciona la fase oleosa (aceite vegetal, Span

80 y &cido acetico).

Las reacciones gque se producen son las siguientes:

1. Difusion del &cido acético desde la fase oleosa a la acuosa.
CH3COOH(0)->CH3;COOH(a)

2. El hidrogenién es liberado del &cido acético a la fase acuosa
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CH3COOH->H"+ CH3COO0

3. El calcio es liberado por la reaccién entre el hidrogenion y la sal insoluble de

calcio.

4. El gel de alginato se forma gradualmente a través de la reaccién entre el
calcio y los residuos de los &cidos glucuronicos de la cadena, formandose la
estructura que se conoce como ‘“‘egg-box” (Figura 3) en la que,

metaforicamente, los huevos serian los iones de calcio (Xiu-dong, 2007).

2 Alg + Ca*?> Ca (Alg),

ca?l
—

al-r4q

G('C) - G('C)

Figura 3. Formacion del gel de alginato calcico (Fuente: Stortz, 1997)

El gel de alginato célcico formado es permeable a moléculas solubles en agua,
cuyos pesos moleculares sean menores a 5000 dalton. Moléculas mayores
también pueden difundir a través del gel, pero si el peso molecular excede los
10.000 dalton, la difusién no ocurre. La excepcién a esto, la constituyen los
lipidos, que permanecen en la matriz aun cuando sean de peso molecular bajo
(Xiu-dong, 2007).

En la gelificacién interna, una serie de pardmetros han sido estudiados, tales

como:
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» Tiempo de agitacion con el acido acético glacial: Al aumentar el tiempo de
contacto 10 veces se observa que la encapsulacion del paracetamol aumenta 3
veces, esto podria deberse a que se lleva a cabo una gelificacion mas completa
debido a una mayor liberacion de iones calcio desde el complejo insoluble

carbonato calcico (Rodriguez, 2003).

* Tiempo de contacto de las microparticulas con la solucion de cloruro calcico:
Si bien es necesario un tiempo de reaccién, el mismo no debe ser excesivo,
debido a que facilitard la difusion del principio activo por gradiente de

concentracion. (Rodriguez, 2003).

* Concentracion de iones calcio: Parece ser un pardmetro critico en la
produccién de microparticulas. La influencia de la concentracion de ion calcio

fue evaluada con tres concentraciones diferentes (Rodriguez, 2003).

1.3.2. Coberturas utilizadas en microencapsulacion

Independientemente del método elegido para preparar las microcapsulas, el primer
paso en la encapsulacién sera la seleccion de una matriz de encapsulacion adecuada.
(Tabla 1) (Pedroza, 2002).

Entre los agentes encapsulantes que se utilizan destacan:

- Las proteinas aisladas del suero de la leche, utilizadas como cobertura en el secado
por aspersion. Este material posee alta capacidad emulsificante y genera microcapsulas
de tamafio inferior a 2 micrémetros. Pueden utilizarse solas o combinadas con

carbohidratos para modificar las propiedades de la pared y el tamafio de las particulas.
El uso de proteinas del suero de la leche tiene efectos sobre la morfologia de las

microcapsulas haciéndolas mas esféricas y de superficie tersa en comparacion con los

polisacaridos (Ruiz, 2009).

129



- Los alginatos son uno de los polimeros mas utilizados en la microencapsulacion. Se
extraen principalmente de tres especies de algas marrones (Laminaria hyperborea,
Ascophyllumnodosum, Macroscystispyrifera). Los alginatos son una familia de
polisacaridos lineales no ramificados, que contienen cantidades variables de acido (1,4)
R-D-manuronico y de &cido a-L-gulurdnico. La composicion y extension de las

secuencias y el peso molecular determinan sus propiedades fisicas (Ruiz, 2009).

Tabla 1. Materiales empleados en la encapsulacion

Tipo de cobertura Cobertura especifica
Agar, alginato de sodio,
carragenina, goma arabiga.
Almiddn, dextranos, sacarosa,
jarabes de maiz.

Etil celulosa, metilcelulosa,
Celulosas acetilcelulosa, nitrocelulosa,
carboximetil-celulosa.

Ceras, parafinas, diglicéridos,

Gomas

Carbohidratos

Lipidos monoglicéridos, aceites, grasas, acido
estearico, trisetearina.
Proteinas Gluten, caseina, albdmina.
Materiales inorganicos Sulfato de calcio, silicatos.

Fuente: Pedroza, 2002

Los alginatos han sido empleados como agentes espesantes, gelificantes y
estabilizantes coloidales en la industria alimentaria y gracias a sus propiedades,
también se han podido aplicar en el entrapamiento y liberacion de farmacos y

microorganismos. Estas propiedades son:

* Permitir que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente.

* No requerir solventes organicos t0Xicos.

* Elevado grado de porosidad.

* Permitir una alta velocidad de difusién para macromoléculas, y la posibilidad de
controlar dicha difusion.

* Disolverse y degradarse bajo condiciones fisioldgicas normales (Jun-Nan, 2005).
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1.4. Esferificacion

Es la gelificacion controlada de un liquido con un polisacérido. Esta es una técnica de
inmovilizacién que ha encontrado una amplia solicitud hoy en dia (Blandino et al.,
1999). Una de las técnicas comunmente utilizadas en la cocina molecular es la
esferificacion con alginato de sodio. Los alginatos (producto natural que se extrae de
las algas pardas) en presencia de una cantidad suficiente de iones calcio, forman
agregaciones de alginato célcico dando lugar a un gel insoluble y bastante resistente
(Pinto, 2010).

Inmediatamente se forma la red de alginato y las gotas quedan con su forma esférica,
de tal manera que el contacto entre al alginato y el calcio producen una gelificacion
inmediata, generando una pelicula alrededor y manteniendo liquido el centro (Pinto,
2010).

1.4.1. Directa

Se afade alginato de sodio al producto que se desea gelificar, produciendo un
liquido viscoso y denso, dejando gotear sobre una solucion de cloruro de calcio,
produciendo gotas similares a las del caviar que se hunden, teniendo una textura
semi-sdlida en la superficie y liquida en el centro. Si se deja por mucho tiempo la
esfera dentro de la solucion de cloruro de calcio este se llega a gelificar en su
totalidad.

Dependiendo del grado de acidez del producto se afiade citrato de calcio con el fin
de equilibrar el pH del alimento (Gourmetologia, 2011).

1.4.2. Indirecta

El producto que se esferifica es el que debe contener cloruro de calcio y se debe
sumergir en una solucion de alginato de sodio. Si el producto contiene calcio en su
composicion original (leche, yogurt, entre otros) ya que no se agrega ninguna sal

para lograr que gelifique la esfera. Por lo tanto el gel de alginato crece alrededor de
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la esfera, pero por dentro permanece liquida (nunca se gelifica en su totalidad).
Puede crecer tanto que se llegue a pegar a otra esfera. El tamafio de la esfera es méas
grande, se conoce como raviolis (Gourmetologia, 2011).

1.5. Edulcorantes

Tanto la naturaleza como el hombre producen diversos alimentos que son aceptados
por su sabor dulce; esta percepcion sensorial se lleva a cabo gracias a un gran ndmero
de compuestos quimicos, muchos de ellos sintetizados, que dan esas propiedades
sensoriales tan agradables a la mayoria de los individuos. A los agentes que producen
esta sensacion se les designa con el nombre de edulcorantes y en términos muy

genéricos se pueden dividir en naturales y sintéticos (Badui, 2006).

Entre los primeros estan: a) mono y oligosacaridos (glucosa, fructosa, sacarosa,
lactosa, miel de abeja, azucar invertido y jarabes de maiz); b) glucésidos (filodulcina,
estevidsido, osladina, glicirrina y los del fruto lo-han); c) alcoholes polihidricos
(sorbitol y xilitol); y d) proteinas (miralina o miraculina, monelina y taumatina) (Ver
Figura 4) (Badui, 2006).

Por su parte, los sintéticos estan constituidos por acesulfame K, aspartamo, L-azucares,
ciclamatos, dihidrochalconas, dulcina y sacarina. Estos no son los Unicos compuestos

gue provocan la sensacion de dulzura; de hecho, existen muchos otros (Badui, 2006).

H
Lactose | H
CH,OH CH,0H WL e prigeen H—G—OH
4 s 0 B 1 oM M . Ly
: : o L AN ow  H—C—OH |
' S P o (7 Nen l H—C—OH
OH V0 OH TUHE e HO—?—H i
. (O N 0=t HO—C—H
OH OH "Cn':x\\/vn\ o'\ H—(E—OH H—?—OH
- CH,OH CH,OH
(a) (b) ©) (d)

Figura 4. Edulcorantes naturales a) lactosa, b) estevidsido, c) sorbitol, d) xilitol
(Fuente: Badui, 2006)

1
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El poder edulcorante, es decir, la capacidad de una sustancia para causar dicha
sensacion, se mide subjetivamente tomando como base de comparacion la sacarosa, a
la que se le da un valor arbitrario de 1 o de 100. Es decir, si un compuesto tiene un
poder de 2 (1 lo presenta la sacarosa), indica que es 100% mas dulce que el disacarido
(Badui, 2006).

La sustitucion de la sacarosa por los edulcorantes sintéticos (Figura 5) no siempre es
sencilla, ya que este azlcar no s6lo desempefia un papel como saborizante, sino que, en
muchos casos, también actlia como conservador y para conferir al producto una textura

y una consistencia adecuadas (Badui, 2006).

Ox 0 o)
NH K O OCH,8
S
o”\\o Mo OH NH, 0
(a) (b) (c)

Figura 5. Edulcorantes artificiales a) sacarina, b) acesulfame K, c¢) aspartamo
(Fuente: Badui, 2006)

1.6.Saborizantes

El sabor es un factor que influye considerablemente a las cualidades de un alimento.
Respecto a saborizantes, no se puede pensar estrictamente en la relacion de un solo
compuesto y un tipo de alimento en especial; por ejemplo, el sabor de fresa puede ser
imitado aproximadamente por una combinacion de: maltol, alcohol, propilenglicol,
acido acético, aldehidos, cinamato de metilo, beta-ionona, diacetilo, etc., a pesar de
combinar estos compuestos y otros mas, no se ha logrado una reproduccion fiel. Cabe

resaltar que varios de estos compuestos se encuentran en forma natural en frutas y otros
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vegetales, por lo que se puede asumir un riesgo bajo al usarse como parte de la

formulacién de aromas y sabores.

En forma historica se ha considerado a la siguiente clasificacion para las materias
primas en sabores/aromas o "flavor”, considerado como la combinacion de los sentidos
gustativos y olfativos; segun los expertos es un concepto y término que no debe
confundirse en forma aislada con un sabor o aroma, sino como una interaccion
(Pollack, 1984):

1) Aceites esenciales obtenidos por prensado o destilacion.
2) Extractos:
a) oleoresina: extractos vegetales, contienen aceite esencial, resinas y exudados.
b) tinturas y percolados: extractos etanolicos.
c) concentrados: extractos con disolventes organicos.
d) absoluto: extracto etandlico de un concentrado y otros extractos.
3) Concentrado: jugos y extractos concentrados.
4) Destilados: destilacion de extractos o materias vegetales (por ejemplo, etanol).
5) Aislado:
a) desterpenado o desesquiterpenado. Aceites esenciales libres de terpenos o
sesquiterpenos, extraccion por cromatografia.
b) terpenos: subproductos de aceites desterpenados.
c) compuesto aislado: es un quimico aislado por extraccion, cromatografia, etc,

practicamente se considera puro, por ejemplo:

- eugenol (del aceite de clavo) - metil-metil antrolinato (del aceite de la
- linalol (del aceite de rosas) mandarina)
- geraniol (del aceite de palmarosa) - metil-cinamato (del aceite de eucalipto)

1.6.1. Potenciadores de sabor

Son sustancias que, a las concentraciones que se utilizan normalmente en los
alimentos, no aportan un sabor propio, sino que refuerzan el de los otros compuestos
presentes (tabla 2). Esto es especialmente importante en el caso de sopas y salsas
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deshidratadas, aunque también se utilizan en otros muchos productos. EI mas
utilizado es el &cido L-glutamico, uno de los 20 aminoécidos que esta presente en
las proteinas naturales. Al igual que la sal comun, a bajas concentraciones refuerza
los sabores de otras moléculas sapidas. A concentraciones superiores posee un sabor
que se denomina “umami” (voz japonesa para describir la sensacion gustativa

generada por este compuesto y que recuerda al caldo de carne) (Cubero, 2002).

1.7. Antioxidantes

Las células presentan mecanismos de proteccion, de manera que los radicales libres
derivados de la activacion del oxigeno pueden ser transformados a productos menos
toxicos o0 no toxicos. La proteccion de las células contra los radicales libres derivados
del oxigeno comprende no solo la captura de estos intermediarios agresivos, Sino
también la prevencion de su formacion, la inhibicion de su propagacion y la reparacion

de las lesiones (Gonzélez, 2000).

La primera linea de defensa del organismo contra los radicales libres es la prevencion,
esto implica la accién de procedimientos que bloquean su formacién, como seria la
presencia de proteinas que se unen a metales (en particular hierro y cobre) lo que
controla eficientemente la lipoperoxidacién y la fragmentacion del ADN, ya que de
esta manera se evita la participacién de estos metales en las reacciones donde se
producen las diferentes especies reactivas de oxigeno (Vilar-Rojas, 1996; Halliwell,
1991).

En un segundo nivel de proteccion esté la accion de los antioxidantes, que eliminan a
los radicales para suprimir su actividad nociva en la célula. Estos agentes pueden

dividirse en dos categorias: no enzimaticos y enzimaticos (Halliwell, 1991).

Los antioxidantes no enzimaticos se unen a los radicales libres, y los transfieren de
sitios donde pueden provocar graves dafios (p. €. las membranas) a compartimentos
celulares donde sus efectos sean menos drasticos (p. ej. el citoplasma), o bien, los

transforman en radicales menos agresivos. Ejemplos de este tipo de antioxidantes son:
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a-tocoferol (vitamina E), P-caroteno, ascorbato (vitamina C), glutation, urato,
bilirrubina y flavonoides entre otros. La vitamina E, el B-caroteno y la vitamina C son
los Unicos nutrientes esenciales que atrapan directamente radicales libres. La vitamina
C es soluble en agua y se ubica en el citoplasma celular, mientras que la vitamina E y
el B-caroteno son solubles en lipidos (Halliwell, 1991; Lawrence, 1987; Krinsky,
1989).

Con respecto a los antioxidantes enzimaticos se puede sefialar que en las células se
presentan tres sistemas principales de enzimas antioxidativas: las superoxido

dismutasas (SOD), la catalasa y las glutation peroxidasas (GP) (Halliwell, 1997).

Si después de la accion de los antioxidantes el dafio persiste, el dltimo nivel de
proteccién de la célula consiste en la reparacion de las lesiones, lo que reside
basicamente en la actividad de enzimas que repararan el dafio inducido por los
radicales libres al ADN, y de otras que destruirdn las proteinas dafiadas por los
radicales libres o las que removeran los acidos grasos oxidados de las membranas
(Anderson, 1996).

1.7.1. Naturales
Se trata de un grupo de vitaminas y otros compuestos vegetales y enzimas que

bloquean el efecto perjudicial de los denominados radicales libres.

1.7.1.1. Vitamina C
Puede presentarse como acido ascorbico (E 300), ascorbato sédico (E 301),

ascorbato calcico (E 302) y palmitato de ascorbilo (E 304). El acido L-
ascorbico es la vitamina C. El 4cido ascorbico (Figura 6) contribuye a evitar el
oscurecimiento de la fruta cortada en trozos y evitar la corrosion de los envases
metalicos; también se utiliza en panaderia, no como antioxidante sino como
auxiliar tecnoldgico, para mejorar el comportamiento de la masa. Su adicion a
mostos y vinos permite reducir el uso de sulfitos. Ademéas mejora la absorcion
intestinal del hierro presente en los alimentos. Su utilidad como vitamina no es
muy grande, ya que en gran parte se destruye al cumplir su papel de
antioxidante (Shahidi, 2000).
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Tabla 2. Algunos de los potenciadores de sabor que se admiten como aditivos en la Union Europea.

Nombre

Obtencion

Caracteristica

Aplicacion

Efectos y limites

Acido
L-glutamico

Acido guanilico

Maltol

En 1908 se detecto en los

extractos del alga
Laminaria japonica,
usados en la cocina
japonesa.

Se obtiene
industrialmente por
fermentacion de
azucares.

Se obtiene a partir de
levaduras o
de extractos de carne o
de pescado
por hidrdlisis quimica.

En forma libre se encuentra,
en pequefia cantidad, en
tomates y champifiones.

Esta es probablemente una
de las razones de que éstos

sean tan utiles como
componentes de
guarniciones, salsas y
sopas.

Potencia el sabor 20 veces

mas que el acido
glutdmico.

Potencia el sabor dulce de

los azUcares.
Olor a caramelo

A bajas
concentraciones,
potencia los sabores y a
dosis altas, confiere un
sabor que recuerda a la
carne.

Derivados carnicos
(fiambres, patés, etc.)
Sopas y caldos
deshidratados

Reposteria (postres,
bollos, galletas, etc.) y
confiteria (caramelos,

chicles, etc.).

Su toxicidad es minima.

El “sindrome del restaurante
chino” (hormigueo,
somnolencia, sensacion de
calor y cefaleas) se atribuye a
dosis superiores a 30g/kg peso

corporal.
IDA: 120 mg/Kg

Se metaboliza hasta acido

urico.

IDA: no especificada.

Se absorbe en el intestino y se
elimina facilmente en la orina.
IDA: 1 mg/Kg de peso.
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Sus principales fuentes son las frutas, verduras y hortalizas (citricos, fresas,
Kiwi, melon, tomate, pimiento, coles, coliflor, etc.), entre los alimentos de

origen animal cabe destacar el higado (Valls, 2000).

CH,OH
HO-C-H
0

HO OH

Figura 6. Estructura quimica del acido ascorbico (Fuente: Shahidi, 2000)

1.7.1.2. VitaminaE

Es un poderoso antioxidante que protege las membranas celulares y otros
componentes liposolubles, puede actuar de prooxidante, segun la teoria que
apoya la funcién prooxidante, esta produce una peroxidacion en el LDL, facilita
la transferencia de la reaccion de los radicales libres de la fase acuosa al interior
del ambiente lipidico. Para inactivar esta peroxidacion mediada por el tocoferol,
son necesarios los adecuados agentes reductores, llamados coantioxidantes,
siendo los mas eficaces el acido ascorbico, en ambientes hidrofilicos y el CoQ
en el hidrofdbico (Valls, 2000). Se sabe que la modificacion del colesterol malo
es susceptible a ser corregido por los antioxidantes. Algunos informes dicen
que el suplemento de vitamina E es muy util en la prevencién y tratamiento de
la diabetes (Shahidi, 2000).

La vitamina E (Figura 7) alimentaria se compone mayoritariamente de o-y-
tocoferol, estando las formas ingeridas en estado libre o formando ésteres
(Valls, 2000). Los tocoferoles abundan de forman natural en las grasas
vegetales sin refinar, y especialmente en los aceites de germen de trigo, arroz,

maiz o soja, yemas de huevos y hojas de vegetales verdes. Se obtiene
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industrialmente como un subproducto del refinado de estos aceites o por
sintesis quimica. Son unos protectores muy eficaces de la vitamina A, muy
sensible a la oxidacion. Al igual que el &cido ascérbico, evitan la formacion de
nitrosaminas en los alimentos. La funcion bioldgica de la vitamina E es similar
a su funcion como aditivo, es decir, la de proteger la oxidacion de las grasas
insaturadas (Shahidi, 2000).

Sus principales fuentes dietéticas son los aceites vegetales y sus derivados
(margarinas y mayonesas), asi mismo se encuentra en granos de cereales, el
germen de trigo, frutos secos, judias verdes, en el tejido adiposo de los
animales, etc (Valls, 2000).

CHa
HO

CHa

HaC
CHa

Figura 7. Estructura quimica de la vitamina E (Fuente: Valls, 2000)
1.7.1.3. Carotenoides

Existen mas de seiscientos carotenoides, de los cuales cerca de 50 son
precursores de la vitamina A o retinol. La vitamina A (Figura 8) en la dieta
puede ser ingerida a traves de los alimentos de origen animal, mayoritariamente
en forma de ésteres de retinilo 0 a través de alimentos de origen vegetal, en
forma de carotenoides, principalmente el -caroteno. Tanto el retinol como los
carotenoides han mostrado actividad antioxidante, aunque son los carotenoides

los compuestos mas activos (Valls, 2000).

La vitamina A se encuentra mayoritariamente en la materia grasa de ciertos
alimentos de origen animal como carnes, higado, yema de huevo, leche,

mantequilla, queso y nata. Por otra parte los carotenoides, y fundamentalmente

139



el B-caroteno, se encuentran en las frutas, verduras y hortalizas, especialmente
la zanahoria, tomates, citricos, calabaza, albaricoque, melén. También
contienen carotenoides las partes verdes de las verduras como las espinacas
(Valls, 2000).

CHs CHs CHs

R OH

CHg
CHg

Figura 8. Estructura quimica del retinol (Fuente: Valls, 2000)

1.7.1.4. Polifenoles: flavonoides

En los ultimos afios han cobrado especial interés la capacidad antioxidante que
presentan determinados polifenoles, especialmente flavonoides (Figura 9),
presentes en diferentes vegetales. Estas sustancias se forman en el reino vegetal
a partir de la fenilalanina y la tirosina, combinados con unidades de acetato
(Valls, 2000).

En general, estos antioxidantes naturales (Ver Tabla 4) se encuentran en los
aceites, frutas y vegetales, asi como en determinadas bebidas como la cerveza 'y
el vino obtenidas por fermentacion a partir de vegetales, como son en caso de la
cerveza la cebada y el l0pulo y del vino la uva. Los flavoniodes son
transportados unidos a la albdmina hasta el higado (Valls, 2000).

Figura 9. Estructura quimica de la 2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-
benzopirona), esqueleto de los flavonoides (Fuente: Valls, 2000)
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1.1.1. Granada

El origen de la palabra Granada proviene del francés pome garnete que significa
manzana granada. En latin es malum granatum (manzana con grano) o punicum
malum (manzana cartaginesa). EI nombre boténico es Punica granatum linnaneus.
Punica se refiere a proveniencia de la antigua zona fenicia, actualmente es la region
costera de Siria y Libano, donde se hablaba la lengua Punica y donde se continla

cultivando la granada hasta la actualidad (Morton ,1987).

La Granada no es Unicamente una fruta de sabor dulce. Es caracteristico su sabor
mezcla de dulce, acido y amargo. Esta sensacion es parte del beneficio que se
obtiene de ella y estd producida originariamente por un grupo de constituyentes
denominados taninos. La piel de la uva y las hojas de té son quizds dos de las
fuentes mas conocidas de taninos de nuestra dieta. Otras frutas, verduras y plantas
medicinales también son ricas en taninos: los caquis, los arandanos, el chocolate, las
legumbres, el sorgo, etc. De hecho, el significado de los taninos se extiende mas alla
de la comida. Los taninos se unen y precipitan proteinas. Los taninos del roble, por
ejemplo, se han utilizado durante siglos para curtir el cuero. Los taninos también se
han utilizado ampliamente como agentes medicinales para prevenir la diarrea, para
detener hemorragias y para otros usos. Muchos de los componentes de la Granada
se han identificado y estudiado por sus potenciales propiedades promotoras de la
salud (ver Tabla 3) (Andreu-Sevilla, 2001).

Los extractos de numerosas frutas, bayas, frutos secos y semillas poseen actividad
antioxidante. Cientificos noruegos han comparado la capacidad de diferentes
antioxidantes naturales. Los vegetales con las mayores cantidades de antioxidantes
son las moras, las frambuesas, las fresas, los arandanos, las nueces, las semillas de
girasol, el jengibre y la Granada. De todos los alimentos evaluados Unicamente las
nueces y el escaramujo poseen mas antioxidantes que la Granada. De las frutas
evaluadas, la Granada es una de las que posee mayor cantidad de antioxidantes
(cinco veces mas que la mayoria de ellas). Muchas de las partes de la Granada los

poseen, incluyendo la flor y la corteza.
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Tabla 3. Partes de la granada y sus constituyentes caracteristicos.

Parte de la planta

Constituyentes principales

PERICARPIO
(PIEL + ARILOS)

ACEITE DE
SEMILLAS

ZUMO

EXTRACTO DE
LAS HOJAS

EXTRACTO DE
LAS FLORES
EXTRACTO DE
LAS RAICES
Y CORTEZA

Punicalaginas, compuestos fendlicos, &cido galico y otros
acidos grasos, catequizas, EGCG, quercetina, rutina,
flaconas, flavanonas y antocianidinas.

95 % é&cido punico, acido elagico, acidos grasos, esteroles

Antocianos, glucosa, cido ascorbico, acido elagico, acido
gélico, &cido cafeico, catequinas, EGCG, quercetina,
rutina, minerales, aminoacidos.

Taninos (punicalina y punicafolina), glicésidos de
flavonas,

incluido la luteolina y apigenina.

Acido galico, 4cido ursolio, triterpenoides, acido asiatico,
acido maslinico y otros constituentes sin identificar

Taninos (punicalina y punicalagina) y numerosos
alcaloides

Fuente: Chidambara, 2002
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Figura 10. Estructuras quimicas de la a) punicalagina y b) punicalina
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Tabla 4. Antioxidantes y sus alimentos de origen

Antioxidante

Alimentos

Acido elagico con propiedades antioxidantes y
hemostaticas. En algunos paises se utiliza como
suplemento alimentario atribuyéndole propiedades
antitumorales
Antocianoses un grupo de pigmentos flavonoides
hidrosolubles (glucésidos) que estan en solucién en las
vacuolas de las células vegetales de frutos, flores,
tallos y hojas
Carotenoides. Los alfa y beta carotenos son
precursores de la vitamina A y actGan como nutrientes
antioxidantes. Son los Unicos carotenoides que se
transforman en cantidades apreciables de vitamina A.
Catequinas. EI té verde segun las Gltimas
investigaciones es clave por su alto contenido en
catequinas y polifenoles, que actdan como
antioxidantes y activadores del
Metabolismo
Compuestos sulfurados compuestos 6rgano-sulfurados
que inhiben la carcinogénesis quimica inducida
provocada por algunas substancias.
Hesperidina también con accién diurética y
antihipertensiva de la hesperidina

Isotiocianatos pueden suprimir el crecimiento de
tumores mediante el bloqueo de enzimas.

Isoflavonas se relaciona como aliado contra
enfermedades cardiovasculares,
osteoporosis y de canceres dependientes de hormonas
como el de mama
Licopeno responsable del caracteristico color rojo de
los tomates

Quercetina es un potente antioxidante, encontrado en
una gran variedad de frutas y vegetales

Taninos también muy potentes para limpiar nuestras
arterias (consumo moderado de vino tinto)

Vitamina C. Junto a la vitamina E los dos clasicos con

Fresas, Frambuesa,
Cerezas, Uvas, Kiwis,
Arandanos, Bayas

Uva, Cerezas, Kiwis, ciruelas.

Zanahoria, Tomate,
Naranja, Papaya,
Lechuga, espinacas.

Té verde, Cacao

Ajo, cebolla, puerro,
cebolletas, chalotes

Citricos, naranja

Coles, brécoli, calabaza,
mostaza, nabos, berros.

Soja y derivados. En

mucha menor cantidad: té verde, guisantes,

lentejas, garbanzos

Tomate

Uvas, cebolla roja, brocoli, toronja 'y
manzanas, cerezas, te verde, vino tinto

Vino tinto, uvas, moras
lentejas.

Kiwi, citricos, pifia, tomates, brécol, alfalfa
germinada, pimientos, espinacas.
Aguacate, nueces, maiz, aceites vegetales,
germen de trigo cereales.

muy potente capacidad antioxidante.

Vitamina E. La Vitamina E es el clasico antioxidante
que protege a las células
de agresiones externas del tipo: contaminacion,
pesticidas, humo del tabaco

Fuente: Zorica, 2005
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La Granada es una fuente rica en antioxidantes, los polifenoles. EI més abundante
de ellos es un tanino conocido como punicalagina. La punicalagina se ha estudiado
por parte de los cientificos como un agente promotor de la salud presente en la
Granada. Este componente se ha considerado como el responsable de los beneficios
sobre la salud y de las propiedades antioxidantes de la Granada. La punicalagina
puede inhibir la proliferacion de las células cancerosas en casos de cancer de colon,
promoviendo su autodestruccion en un proceso conocido como apoptosis. La
punicalagina puede hacer mas lenta la progresion de la enfermedad de Alzheimer, al

inhibir la accion de la enzima beta-secretasa (Noda, 2002)

La Granada es una fuente rica en antocianidinas, constituyentes que contribuyen a
su actividad antioxidante. Las antocianidinas son un tipo de bioflavonoides
responsables del color azul oscuro, rojo oscuro y purpura presente en nUMeErosos
vegetales y plantas. La palabra procede del griego y significa flor azul. La mayoria
de antocianidinas son potentes antioxidantes y neutralizadores de radicales libres.
También son capaces de absorber la radiacion, incluyendo la luz ultravioleta y la
radiacion ionizante (Du CT, 1975).

Las antocianidinas inhiben el dafio oxidativo sobre los lipidos plasmaticos,
previniendo uno de los primeros pasos del desarrollo de las alteraciones
cardiovasculares. La pelargonidina, una de las antocianidinas también presentes en
la Granada, ha demostrado su efectividad en casos de diabetes en estudios
realizados en ratas. Las antocianinas también intervienen combatiendo el céncer
gracias a su accion antioxidante protegiendo el DNA e inhibiendo la formacion
anormal de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) que nutren el tejido tumoral
(Du CT, 1975).

La Granada tiene una accion antioxidante y anticancerigena similar a la del té verde
(Camellia Sinensis), en parte porque ambos contienen galocatequinas. En la
Granada las galocatequinas son especialmente abundantes en la piel de la fruta
(Plumb, 2002).
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El 4cido eléagico se encuentra en la Granada y en otras muchas frutas y verduras
incluyendo las frambuesas, las fresas, los arandanos y las nueces. Este componente
es antioxidante y potencialmente anticancerigeno. Como la punicalagina, el acido
elagico puede inhibir la beta-secretasa haciendo mas lenta la progresion de la
enfermedad de Alzheimer (Plumb, 2002).

Tabla 5. Composicion nutricional de 100g de granada (fruta fresca)

VALOR por 100

NUTRIENTES  UNIDADES

g
Agua G 80,97
Energia Kcal 68
Proteina G 0,95
Grasa G 0,30
Colesterol mg 0
Carbohidratos g 17
Azucares totales g 16,57
Fibra dietética g 0,6

VITAMINAS
Vitamina C
(&cido ascorbico) Mg 6.1
Vitamina A Ul 108
Vitamina E
(a-tocoferol) Mg 0,60
Vitamina K
(filoquinona) He 46
a-Caroteno ug 50
-Caroteno ug 40
Fitoesteroles mg 17
MINERALES

Potasio mg 250
Hierro mg 0,3
Calcio mg 3
Sodio mg 0

Fuente: Chidambara, 2002
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CAPITULO II
METODOLOGIA DE
INVESTIGACION
EXPERIMENTAL



2. Metodologia de Investigacion Experimental

PROBLEMA
Elaborar una bebida funcional de consumo humano saborizada, adicionada con un
antioxidante (jugo de granada) y un probidtico (Lactobacillus casei).

OBJETIVO GENERAL
Elaborar una bebida denominada funcional con lactobacilos y un antioxidante (jugo de
granada) encapsulados mediante la metodologia de la esferificacion para el transporte de

los mismos.

Objetivo Particular 1
Determinar la viabilidad del producto mediante un estudio de mercado, para conocer los
intereses del publico.

Objetivo particular 2
Determinar las propiedades texturales (dureza, cohesividad, elasticidad, adhesividad,
gomosidad y masticabilidad) de las esferas de alginato—xantana con lactobacilo, con un

antioxidante (jugo de granada) y la mezcla de ambos, por medio de un texturometro.

Objetivo particular 3
Evaluar la sinéresis producida por las esferas de alginato—xantana con y sin lactobacilo y
con y sin un antioxidante (jugo de granada), mediante una prueba fisica para saber cual

presenta mayor estabilidad.
Objetivo particular 4

Determinar mediante una evaluacién sensorial si es agradable al consumidor el sabor y

color del producto.
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CAPITULO III
MATERIALES Y
METODOS



3. Materiales y métodos

3.1.Estudio de mercado. Para saber la viabilidad que el producto tendria en el
mercado se realizd un estudio a los consumidores el cual consistié en una encuesta

de aceptacion (Liria, 2007) de 10 preguntas realizada a 50 personas. Anexo 1

3.2. Aislamiento del lactobacilo
1. Para aislar el lactobacilo se parti6 de un producto lacteo fermentado para

obtener el Lactobacillus casei

2. Se tomd con el asa una porcion del producto para sembrar en Agar rogosa
(Figura 11).

Figura 11. Agar Rogosa

Tabla 6. Composicion de Agar Rogosa

Medio rogosa

Extracto de carne 50
Extracto de levadura 250
Acido ascorbico 059
Peptona de soya 59
Polypeptona atriptosa 50
Acetato de sodio trihidratado 30
Dextrosa 50
Agar bacteriolégico 20 ¢
Agua 1L
pH 7.2

3. Seincubd a 37°C durante 48 horas.

Ea
(49
=
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4. Se seleccionan colonias separadas para purificarlas sembradas por estrias en
agar Rogosa (Figura 12) y se realizaran las siguientes pruebas para su
identificacion: Tincion de Gram, habilidad de degradar en Arabinosa, Lactosa,
Maltosa, Manitol, Melecitosa, Melibiosa, Rafinosa, Salicin, Sorbitol, Trehalosa,

OF (oxidacion-fermentacion) y catalasa.

Figura 12. Crecimiento del Lactobacillus en Agar Rogosa

3.3. Obtencion de la masa celular de Lactobacillus. Se realizaron siembras del L.
casei cultivadas en una proporcion del 10%, iniciando con 2.5 ml e incubando cada
inoculo a 37°C por 24 horas hasta tener un cultivo en 250 ml de caldo Rogosa
(Figura 14).

Se sembr6 primero el lactobacilo en 2.5 ml de caldo Rogosa a 37°C por 24 horas y
se inoculd posteriormente en 25 ml de caldo Rogosa a las mismas condiciones de
tiempo y temperatura, finalmente se inocul6 en 250 ml de caldo Rogosa a 37°C por

24 horas y asi obtener una mayor masa celular (Figura 13).
El volumen obtenido de cultivo de lactobacilo se pas6 a botes estériles donde se

centrifugd por 20 minutos a 6000 rpm, en una centrifuga RC-5 Superspeed
Refrigerated Centrifuge (Figura 15).
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Figura 13. Diagrama de obtencion de masa celular de Lactobacillus
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Figura 14. Crecimiento de Lactobacilo en caldo Rogosa

Figura 15. Distribucidon de los botes para la centrifuga.

Se tir0 el sobrenadante para conservar el sedimento formado por el lactobacilo
(Figura 16), se lavé dos veces con solucion salina fisiologica (SSF), centrifugando
cada lavado a las condiciones mencionadas. Se suspendié en 2 ml de SSF y se
refrigerd hasta su uso.



Figura 16. Sedimento formado por el Lactobacilo centrifugado.

3.4.Encapsulacion. Para elaborar las esferas de alginato-xantana primero fue
necesario hacer una solucion de cloruro de calcio al 1.5%, posteriormente se hizo
una dispersion de Xantana 0.1% — Alginato de sodio 1.5% en jugo de granada y se
afiadio 5 ml de Lactobacillus casei. Con ayuda de una jeringa de 3ml se tomé una
porcion de la dispersion y se dejo caer gota a gota en la solucion de cloruro. Se
dejo reposar por 2 minutos. Se quitd el exceso de sales pasando las capsulas por

agua limpia (Figura 18).

3.5. Cuantificacion de Lactobacillus encapsulados. Se llevd a cabo mediante seis

diluciones decimales (10 a 10°°) empleando SSF estéril (Figura 17).

Figura 17. Tubos con SSF estéril.
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Figura 18. Diagrama del proceso de encapsulacion.
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Para realizar la primera dilucion se maceré en un mortero estéril 1g de cépsulas

conteniendo el Lactobacillus casei (Figura 19).

Figura 19. Maceracion de las capsulas con Lactobacillus.

De ahi se tom6 1ml para pasarlo al siguiente tubo conteniendo 9 ml de SSF estéril
con ayuda de una micropipeta (Figura 21). Se sometié cada tubo a agitacién por
30seg en el Vortex (Figura 20), se repitio el procedimiento hasta tener la dilucion

10°.

Figura 20. Agitador Vortex
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Se sembré cada dilucion en Agar Rogosa por gota en superficie, incubando durante
24 horas a 37°C.

S

Figura 21. Micropipeta de 500ul, siembra de diluciones en Agar Rogosa.

En un litro de agua destilada se agregd cada ingrediente y se dejo reposar por 5
minutos, se calentd hasta disolver completamente los ingredientes agitando cada vez

que fue calentado, se ajusté el pH a 7.2 con NaOH.

3.6.Perfil de textura de las capsulas. Se evalud dureza, cohesividad, elasticidad,
adhesividad, gomosidad y masticabilidad en un texturémetro TA500 con geometria
cilindrica de acrilico de 1/8 in de diametro con las siguientes condiciones:
- Muestra: 0.5cm de diametro
- Precarga: 19
- Distancia de penetracion: 2mm

- Velocidad de penetracién: 1.7mm/s

3.7.Estabilidad. Esta prueba se realiz6 con el fin de conocer el porcentaje de agua
perdida, mediante una prueba fisica de tipo acelerada. Esto se realizé tomando una
capsula, la cual se prepara de tres formas diferentes: entera, en trozos (partida en
cuatro partes) y comprimida (en un mortero), registrando sus respectivos pesos. Se
tomo el peso del papel filtro inicial y transcurridos 30 minutos se registré el peso

del papel himedo y se tomo de acuerdo a la ecuacion 1:
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eso papel mojado — peso papel seco
% Hy0 = L0 PAPEr ) peso pap «100 Ec. (1)
g muestra

3.8.Elaboracion de la bebida. Una vez encapsulado el lactobacilo se afiadio en una
concentracion del 5% a la formulacion de la Tabla 7, ya que es lo que corresponde
para que se considere alimento probidtico:

Tabla 7. Formulacion de bebida funcional

Agua 47.37%
Jugo de 47.37%
granada
Azucar 0.25%

3.9.Evaluacion sensorial. Se realizd una encuesta (Anexo Il) de 6 preguntas en
escala hedonica para saber cual de las formulaciones de la Tabla 8 tenia mayor

aceptacion por los consumidores.

Tabla 8. Formulaciones manejadas para la elaboracién de
una bebida funcional

538 927 492
Agua 4750%  47.37%  47.25%
Jugo de 4750%  A47.37%  47.25%
granada
Azlicar 000%  025%  0.50%
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y
DISCUSION



4. Resultados y Discusion

4.1. Estudio de mercado.

Para que el desarrollo de productos se ejecute con facilidad, seguridad y eficiencia,
debe seguir una secuencia logica, que implica que cada una de las acciones se haga en

el tiempo adecuado y con el grado de calidad necesario (Lerma, 2004).

El inicio del ciclo consiste en la tarea de investigar, monitorear y analizar el mercado, a
fin de detectar oportunidades (necesidades y deseos), que introduzcan y motiven al

desarrollo de nuevos productos (Lerma, 2004).

Cuando se detectan las necesidades y/o oportunidades, se debe proceder a la
generacion de ideas con respecto a posibles alternativas de producto. Después de haber
generado el mayor nimero posible de ideas, éstas se tamizan, analizan y evaltan a fin

de seleccionar aquellas que convengan seguir figurando (Lerma, 2004).

Las ideas que hayan sido catalogadas como viables, pasan al proceso de disefio, que
comprende la formulacién detallada de las especificaciones. Ya que se cuenta con el
disefio del producto, se procede a efectuar una segunda etapa de analisis y evaluacion,
para corregir errores o incongruencias (Lerma, 2004).

Después se procede al analisis y la evaluacién comercial para asi proceder a la
elaboracion del prototipo, cuya calidad se habra de inspeccionar y evaluar. Una vez
que se cuenta con el producto se procede a someter al producto a la prueba de fuego,
gue consiste en evaluar la aceptacion real del producto por el mercado. Cuando la
prueba de mercado es confiable y arroja como resultado, que el producto tiene alta
probabilidad de logar el éxito, se procede a hacer todas las acciones necesarias para

lanzarlo e introducir el producto al mercado (Lerma, 2004).
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Dentro del flujo de actividades para el desarrollo de productos se tiene que “detectar
oportunidades y generar ideas” esto se llevo a cabo mediante un estudio de mercado el
que mostré de acuerdo a los resultados obtenidos, que los consumidores encuestados
fueron mujeres en un 62% y hombres 38% en un rango de edad de 20 a 24 afios (Figura
22) de los cuales un 64% dijo aceptaria probar el producto (Figura 23), ya sea por salud
0 simple curiosidad; esto debido a que no es del total conocimiento de los
consumidores el elevado valor nutricional y las propiedades terapéuticas que posee el
jugo de granada asi como de los beneficios que tiene el Lactobacillus casei en el

organismo. Se aplicé la encuesta presentada en el Anexo I.

masculino
38%

femenino
62%

Figura 22. Porcentaje de consumidores encuestados segun el género.

no lo
probaria
36%

lo
probaria
64%

Figura 23. Preferencias del consumidor.
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El estudio realizado dio la pauta para desarrollar la bebida funcional adicionada con
Lactobacillus casei y un antioxidante y saber que seria aceptada por los consumidores.

4.2.1dentificacion de Lactobacillus.

La fermentacion es un proceso metabolico de 6xido-reduccion que ocurre en un medio
ambiente anaerobio y, en lugar de oxigeno, un sustrato organico sirve como el aceptor
final de hidrégeno (electrones). En los sistemas de prueba bacterioldgicos, este proceso
se detecta observando cambios de color en indicadores de pH a medida que se forman
productos &cidos (Mac, 1993).

La identificacion bacteriana se realiza tras el estudio de las caracteristicas tintoriales,
morfoldgicas y bioquimicas de los microorganismos. La identificacion bioquimica se
basa en la habilidad de las bacterias de producir enzimas facilmente detectables, en las

caracteristicas metabolicas especificas de cada microorganismo, etc (Rose, 1997).

El proceso de fermentacién se inicia a partir del &cido piravico, tiene como

caracteristicas fundamentales, (Rose, 1997):

e No requiere oxigeno (aunque a veces puede ocurrir en su presencia)

e No necesita cadenas transportadoras de electrones (ciclo de Krebs)

e Utiliza moléculas organicas como aceptor final de electrones

e Libera energia a partir de azUcares u otras moléculas organicas como

aminoacidos, acidos organicos, etc.

En las figuras 24 y 25 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas,

las permitieron identificar al Lactobacillus casei (Tabla 9).
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Figura 24. Resultado de las pruebas bioquimicas para la identificacién primaria de
Lactobacillus (de izg. a der. Arabinosa, Galactosa, Maltosa, Manitol, Melecitosa,
Melibiosa, Rafinosa, Salicin, Sorbitol, Trehalosa, Glucosa).

Figura 25. Resultado de la prueba OF para
identificacion primaria de Lactobacillus (izg. original).
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Tabla 9. Resultados de pruebas bioquimicas

Resultado Resultado

Azlcar bibliografico experimental
Arabinosa - -
Galactosa + +
Maltosa + +
Manitol + +
Melecitosa + +
Melibiosa - -
Rafinosa - -
Salicin + +
Sorbitol + +
Trehalosa + +
OF + +
Catalasa - -
Glucosa + +

Las pruebas bioguimicas se realizaron con la finalidad de identificar que el
microorganismo aislado fue el LcS. Estas pruebas incluyen la fermentacién de
galactosa, glucosa, manitol, maltosa, trehalosa, rafinosa y arabinosa como describe Cai
et. al. (2007).

En los ambientes acuosos, que contienen oxigeno disuelto, como el citoplasma de las
células, aparecen formas toxicas derivadas del oxigeno. Las bacterias que viven en
ambientes aerobios necesitan un equipo enzimatico capaz de neutralizar estas formas
toxicas. Entre estas enzimas se encuentra la catalasa, que convierte el peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno molecular (Rose, 1997). Para el caso del Lactobacillus

casei la prueba resulto negativa lo que significa que no hubo presencia de la enzima.

La capacidad de fermentar la Lactosa (disacarido formado por dos monosacaridos,
unidos por el enlaces B-1,4, entre la glucosa y la galactosa), depende de la presencia de
la enzima B -galactosidasa. La utilizacion efectiva de la Lactosa, también requiere la
presencia de la Galactésido permeasa que favorece la entrada de la lactosa en el
interior de la célula (Rose, 1997).
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Las bacterias que producen B -galactosidasa pero les falta permeasa no pueden
incorporar lactosa a una velocidad suficiente para producir una fermentacion rapida y
vigorosa, y generalmente, se clasifican como NO fermentadores de lactosa. La
fermentacion de Lactosa es especialmente caracteristica de Escherichia y
Enterobacter, y ausente de Shigella, Salmonella y Proteus (Rose, 1997). En este caso
el Lactobacillus casei es fermentador de lactosa ya que en su célula puede tener la

permeasa y posiblemente la enzima p-galactosidasa o la B-glucuonidasa.

Los requerimientos nutricionales para el crecimiento 6ptimo del LcS son muy variados.
El crecimiento maximo de este microorganismo se produce en un medio de cultivo
sintético, con méas de 12 aminoéacidos y 4 vitaminas. El LcS es auxotrdfica (mutacion
que ocasiona la incapacidad de la bacteria para crecer en un medio minimo) por valina,
acido glutamico, &cido nicotinico y &cido pantoténico, los cuales son requeridos para
el mejor crecimiento de este tipo de bacterias acido lacticas. Ademas se requieren
varios minerales para el crecimiento del LcS, siendo la concentracién mas alta
requerida la de magnesio (Jiménez, 2009). Debido a esto se requiri6 de un mayor

tiempo para la obtencion de la masa celular del lactobacilo.
4.3. Cuantificacion de Lactobacillus encapsulado.
Para hacer la cuantificacion se saco el promedio del nimero de colonias obtenidas en

las repeticiones de aquellas diluciones que presentaron colonias que podian ser

contabilizadas facilmente (Figura 27).

Figura 26. Agar Rogosa para

Y Figura 27. Conteo de colonias
la cuantificacion
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El nimero de bacterias viables por muestra se expresa en UFC (Unidades Formadoras
de Colonias), uno representa cada colonia contada.

El nimero minimo estipulado de microorganismos viables es 1x10° UFC/g para que el

alimento sea considerado como funcional (Fuller, 1989).

Se siguio la siguiente ecuacion:

# de colonias contadas

UFC total/ml =

* inverso de la dilucién = 20ul * 50uL Ec.(2)

# de cuadrantes

Donde:
20pL es la cantidad que se utilizd de dilucién
50 pL es el factor para el calculo en 1mL

Ejemplo. Para el lote 1 se eligié la dilucién 10, entonces:

5
Total UFC = leO4 * 20uL * 50ul = 13x10°/gr de capsulas

Como 56 esferas = 1g:

56 capsulas contienen 13x10° UFC de Lactobacillus

Por lo tanto para que el producto sea funcional es necesario adicionar:

56 capsulas > 13 x10°
560 capsulas > 13 x10’

Siguiendo la misma metodologia para cada lote se tuvieron los resultados que se

muestran en la Tabla 10:

Tabla 10. Cépsulas necesarias en cada lote para ser considerado funcional

Lote Dilucién Colonias Cuadrantes UFC/g  Capsulas
1 10 5 4 13x10° 560
2 103 9 4 23x10° 560
3 10° 3 4 75x10° 560
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Aplicando la Ecuacién 2 para cada lote se tiene como resultado que se requieren de
560 capsulas en los 3 lotes para que la bebida sea funcional para el organismo, ya que

el nimero de células viables de lactobacilos es el mismo para los tres lotes.

4.4. Analisis de perfil de textura.

La textura puede ser definida como los atributos que tiene un alimento resultado de la
combinaciéon de las propiedades fisicas y las percibidas por nuestros 6rganos
sensoriales (Chand, 1986) y es muy importante en la seleccion y preferencia de los
alimentos, y ademas es reconocida como el mayor atributo de su calidad (Bourne,
1973).

El analisis de perfil de textura es un excelente procedimiento instrumental para medir,
cuantificar y desarrollar nuevos pardmetros relacionadas con la textura, aunque la
magnitud de estos parametros seréd influenciada por las variables introducidas en las
mediciones como la tasa de deformacion (Peleg, 1976) y para que ellas puedan proveer
informacion objetiva y que se pueda comparar es necesario ejecutar las mediciones
bajo condiciones estandarizadas. La evaluacion de dicho parametro es empleada en el
desarrollo de nuevos alimentos, en el mejoramiento de los existentes, en el control de
los procesos de elaboracién y en el control de la calidad, ya que muchas de las
propiedades texturales de los alimentos como la firmeza, dureza, etc., estan
directamente relacionadas con las propiedades mecanicas de los alimentos, es por ello
que es importante su estudio y conocimiento para el control de calidad (Lu y Chen,
1998). Para determinar las propiedades texturales de los alimentos se usa una prueba
empirica denominada Analisis de Perfil de Textura (TPA), que consiste en una prueba
de doble compresion en las cuales se someten muestras del producto a una compresion
del 80 a 90% de su altura inicial, lo cual resulta casi siempre en la ruptura del alimento.
Demonte (1995), cita los siguientes principales parametros texturales obtenidos con el

TPA: fractura, dureza, cohesion, adhesividad, elasticidad, gomosidad y masticabilidad.

166



Para el anélisis del producto los parametros mas importantes a evaluar fueron dureza,
cohesividad, elasticidad y masticabilidad, ya que son los de mayor relevancia para el
caso del analisis en geles (Ver Tabla 11). En cuanto al analisis de los resultados se

obtuvo la media y la desviacion estandar de los datos obtenidos.

Tabla 11. Datos obtenidos de textura de las capsulas

Dureza Cohesividad Elasticidad Masticabilidad

s/lactobacilo 0,1471 0,9252 0,3023 0,0455
o 0,1222 0,1152 0,0436 0,0431
c/lactobacilo 0,0156 0,62 0,9351 0,0227
o 0,0074 0,072 0,0796 0,0085

Comparando los datos de dureza hay una diferencia entre los valores presentando
mayor dureza la capsula que no contiene lactobacilo, esto se debe a un impedimento
fisico causado por la presencia del lactobacilo; la adsorcién fisica es un fenémeno
facilmente reversible, es el resultado de las fuerzas intermoleculares de atraccion entre
las moléculas del sélido y la sustancia adsorbida. Estas fuerzas son llamadas fuerzas de
Van der Waals las cuales posibilitan la adsorcion de multicapa, ya que éstas se pueden
extender desde la capa mas interna hasta otras mas externas; asi mismo se observa el
fendmeno de adsorcion en donde interfiere también la quimica de las sustancias
involucradas, en este caso el adsorbente (alginato) y el adsorbato (CaCl,) unidos
mediante enlaces quimicos de tipo covalente. La transformacién quimica de la especie
adsorbida requiere una cierta energia llamada energia de activacion la cual es necesaria
para que se inicie el cambio quimico (Seira, 2008). Se puede deber también al
intercambio i6nico el cual se produce como resultado de la atraccién electrostatica de
los iones de una sustancia que se concentra en la superficie del solido. La carga del idn
es el factor que determina la adsorcion por intercambio idnico. Para iones de igual

carga, el tamafio molecular es el factor que determina el intercambio (Seira, 2008)
En cuanto a la cohesividad al ser la capsula sin lactobacilo mas dura y también mas

cohesiva; dichos datos son correspondientes al valor de elasticidad, lo cual indica que

la capsula con mayor dureza es menos elastica y por consiguiente requiere de una
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mayor fuerza para reducir su consistencia y asi pueda ser tragada lo que se ve reflejado
en el valor de masticabilidad.

Como las moléculas de alginato estan muy cerca unas de otras, a través de las
interacciones con calcio, los enlaces hidrégeno se hacen mas facilmente y

probablemente sean el factor mas importante en la consolidacion del gel (Rosas, 1994).

Cuando las soluciones de alginato se ponen en contacto con el calcio ionizado se forma
de inmediato el gel en la interfase. Por lo tanto la gelacion depende de la difusion de
los iones a través de la membrana del gel, lo cual requiere tiempo (Rosas, 1994); lo que
ocurre en el caso de la capsula con lactobacilos es que se requiere del doble de tiempo
para que ocurra la gelificacion total. La protonacién de los grupos carboxil conduce a
la gelacion, permitiendo que las moléculas de alginato interactien mas facilmente a
través de enlaces hidrogeno (Rosas, 1994). El lactobacilo actia como barrera al
impedir la inmediata interaccién entre los enlaces, esto se ve reflejado en el aumento o

disminucion de los valores tanto de elasticidad como de dureza, respectivamente.

Todas las caracteristicas texturales mencionadas anteriormente estan relacionadas con
el fendmeno de adsorcién el cual a su vez depende de diversos factores como lo son

principalmente:

- Area superficial: La adsorcion es un fenomeno superficial, como tal, el grado de
adsorcion es proporcional al area superficial especifica. El area superficial puede
definirse como la porcion de area total que esta disponible para la adsorcion. La
velocidad y grado de adsorcion para particulas de un determinado tamafio tendrian
que variar de forma aproximadamente lineal con la dosificacion de adsorbente
(Seira, 2008). Para este caso no fue factor importante el tamafio de capsula pero
estd intimamente relacionado ya que a mayor tamafio de capsula la velocidad de
adsorcion es menor y por el contrario, mientras mas pequefia sea la capsula su

velocidad serd mayor.
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- Naturaleza del adsorbente: Cuando se considera la adsorcion de una solucion, se
tiene que tener en cuenta el hecho de que la solubilidad del soluto influye, en gran

parte, con el control del equilibrio de adsorcion (Seira, 2008).

- pH: influye en la adsorcion ya que también influye en el grado de ionizacion de los
compuestos acidos o bésicos, el cual es un factor determinante de la adsorcion
(Seira, 2008).

4.5. Estabilidad.

Para la prueba de estabilidad se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 12. Resultados obtenidos de la prueba de estabilidad

%H,0 X ¢ CV

5.828
6.730 5.6130 1.2393 22.0806
4.280
13.963
11.805
12.034
12.631

sin lacto

12.6088  0.9681 7.6785

con lacto

De acuerdo a los datos obtenidos el porcentaje de agua liberada es mayor en el caso de
las capsulas que contenian lactobacilo, esto puede atribuirse a que el lactobacilo

interfiere en la formacion de enlaces entre las sales de calcio y el alginato de sodio.

Estructuralmente, los geles estan formados por una red tridimensional coloidal
continua, que mantiene al producto junto, con un medio Mmas 0 Menos ViscosO
embebido en él. La interaccion entre ésta red coloidal y el medio viscoso determina el
comportamiento mecanico y la estabilidad del sistema y por consiguiente da un

ascenso en sus propiedades caracteristicas como elasticidad (Rosenthal, 2001).
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Sin
lactobacilo

Con 5613

lactobacilo
12,6088

Figura 28. Medias de los resultados obtenidos de la prueba de estabilidad

Existen también fuerzas electrostaticas que surgen entre los grupos hidroxilos de la
misma molécula de alginato que ayudan a conseguir una buena estabilidad en la
estructura (Seira, 2008). Esas fuerzas se ven afectadas debido a la presencia del
lactobacilo provocando asi una menor capacidad de absorcion de agua que dard como
resultado un gel menos firme, de menor viscosidad que presenta sinéresis que es el

caso de las capsulas que lo contienen.

Alguna consideracién para mejorar la estabilidad de las capsulas que contienen
Lactobacillus seria aumentando el tiempo de inmersion en la solucién de cloruro de
calcio para que interactien los puentes de hidrogeno y ocurra la gelificacion total; por
otra parte se podria aumentar la concentraciéon del cloruro de calcio sin modificar el

tiempo de inmersion.

4.6.Evaluacion sensorial.

Para la evaluacion sensorial se aplicd la encuesta mostrada en el Anexo Il, para este

caso se usaron 3 formulaciones mostradas en las Figuras 29, 30 y 31.
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Azlcar;
00

Agua,;
47,50%

Jugo de
granada;
47,50%

Figura 29. Formulacién de la muestra 538 usada para la elaboracion de una bebida

funcional.

Azlcar;

0,25%
' Agua;

Jugo de 47,37%

granada;
47,37%

Figura 30. Formulacion de la muestra 927 usada para la elaboracion de una bebida

funcional.

Azlcar;
0,50%

Jugo de Agua;
N
, (1}

Figura 31. Formulacion de la muestra 492 usada para la elaboracion de una bebida

funcional.
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Para su analisis se hizo uso de las pruebas afectivas o hedonicas, entre ellas se
encuentra la prueba de preferencia la cual nos ayuda a decidir cuél seria la mejor
opcion entre la elaboracion de diversos productos en los que se ha utilizado diferentes

formulaciones, todas igualmente convenientes (Liria, 2007).

A través de la prueba de categorias de preferencia se establece una escala ascendente o
descendente en orden de preferencia o gusto. Esto permite evaluar la direccion de
preferencia, sin embargo no se puede establecer el tamafio de la preferencia (Liria,
2007).

Debido a que son niveles de preferencia se trabajo con datos ordinales por lo tanto se
usan pruebas no paramétricas: Prueba de Basker, Friedman o Kramer (Liria, 2007).
Para este caso se utilizé la prueba de Kramer ya que se usa para determinar si existe un

producto preferido frente a otros.

En esta prueba lo que se hace es comparar la suma total de preferencia de un producto
vs la suma de los otros (“A” vs “B”, “A” vs “C” y “B” vs “C”) (Tabla 11). Se define el
valor critico utilizando la Tabla de Basker (Anexo IV), para una prueba con 50
panelistas y 3 productos el valor es 23.4. Cada columna vertical se resta con la
columna horizontal, como se muestra en la tabla. En este caso los Productos B y C son

diferentes al Producto A (porque el valor absoluto del Producto A es mayor a 23.4).

Tabla 13. Analisis de datos de una prueba de categorias de

preferencia usando la Prueba de Kramer

suma | A.538  B.492  C.927
Productos o of 123 82 95
A 538 123 0 a1 28
B. 492 82 41 0 54
C. 927 95 28 13 0
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Por lo tanto al comparar la diferencia entre cada muestra se tiene:

AvsB=B

AvsC=C

BvsC=C
Consecuentemente, el producto C es més preferido que el producto B, y el producto A
es el de menor preferencia. Esto corresponde con los datos obtenidos de la encuesta

que fue aplicada.

Muestra 538
Muestra 492 7%

40%

uestra 927
53%

Figura 32. Datos obtenidos de la evaluacion sensorial

La figura 30 nos muestra la respuesta de los consumidores de acuerdo con la
preferencia de las formulaciones planteadas; en primer lugar se tiene que la
formulacién marcada con el cédigo 927 es preferida por el 53% de los
consumidores encuestados, comentando que el grado de dulzor es el adecuado para
una bebida; por el contrario la muestra 538 la prefirié el 7% de los encuestados ya

que su sabor era simple.
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Conclusiones

De acuerdo a los objetivos planteados se concluye lo siguiente:

La adicion de Lactobacillus influye en los parametros texturales de las capsulas,
teniendo como resultado una disminucidén en caracteristicas como: dureza,

cohesividad y masticabilidad.

La estabilidad de las capsulas se ve reflejada en el porcentaje de agua liberada y los
resultados indicaron que las capsulas con lactobacilo fueron menos estables, esto
debido al impedimento fisico que provoca el lactobacilo para la formacion de

enlaces.

Se manejaron tres formulaciones a las cuales se les aplico el mismo tratamiento para
conocer el nivel de preferencia de cada una, el resultado dio como preferida la

muestra marcada con el codigo 927 el que corresponde a la formulacion:

Agua 47.37%
Jugo de granada 47.37%
Azlcar 0.25%

Agrado la presencia de la granada en el producto, esto apoya su carécter funcional
ya que vario la aceptacion en un porcentaje pequefio de los encuestados (6%) por lo

que se decidié variar la concentracion de azucar y no la de granada.

Algunas sugerencias para mejorar el producto podrian ser:
= Enriquecerlo con vitaminas C y E para tener un mayor poder
antioxidante
= Mejorar la textura de las capsulas debido a que no era del agrado de
todos los encuestados su presencia en el producto

» Mejorar su aspecto en general para hacerlo més atractivo al publico
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Anexo I. Encuesta para estudio de mercado

SEXD: EDAD: FECHA:
La siguiente encuesta tiene mmo finalidad dete rminar la viabifidad de una bebida funoanal
1. iConsumes agua natural?

iPor que?

2. iEn que cantidad?
__ mengs de 2 s __2fs _ masdells

3. iConsumes bebidas adicionadas con vitaminas o algin beneficio extra?

_®M __na
iCudles?
4. iSabes que =z un lactobacila?
_§ __no
5. iConsumes lactobacilas?
5 __na
iEn que productos?
6. iSabes que =5 un antioxidante?
5 __mno
7. iConsumes alguna?
i __nmno

8. iTe gustaria consumir ypa azua saboszada adicionada con lactobacilos y un anfioxidanta?
i1 no

iPor qua?

9. En que presantacion la consuminas?
500 ml _ 1k _15ps

10. ;Cuanto pagarias por una presentacian de 500 mi?
__510 __5125 515 __ masds 515

jiiGRACIAS!!!



Anexo II. Encuesta para evaluacion sensorial

Sexa:M F

Edad: 15-20 20-25 »25

Observay prucba la muestra, contesta lo que se te pide

1. De acuerdo asu vistaen general
538 927

Gusta muchisimo

Gusta mucha

Gusta maderadamente
Gusta paco

Me &3 indifarente
Disgusta paco

Disgusta moderadaments
Disgusta mucha

Disgusta muchisima

2. De acuerdo al color
538 927

Gusta muchisimo

Gusta mucho

Gusta moderadamente
Gusta poco

Me e35 indiferente
Disgusta poco

Disgusta modaradamente
Disgusta muchao

Disgusta muchisimo

3. De acuerdo al aroma
538 827

Gusta muchisima

Gusta mucha

Gusta maderadamente
Gusta poco

Me es indiferents
Disgusta poco

Disgusta maderadamente
Disgusta muchso

Disgusta muchisima

452

452

4. De scuerdo asusaboren general
538 927

Gusta muchisimo

Gusta mucha

Gusta moderadamente
Gustapoco

Me es indiferents
Disgusta paco

Disgusta moderadamente
Disgusta mucho

Disgusta muchisima

5. De acuerdo al dulzor
538 827

Gusta muchisimo

Gusta mucho

Gusta moderadaments
Gusta paco

Me a5 indiferents
Disgusta paco

Disgusta maderadaments
Disgusta mucha

Disgusts muchisims

6. De acuerdo a la textura
538 827

Gusta muchisimo

Gusta mucho

Gusta moderadaments
Gusta poco

Me s indifarants
Disgusta poco

Disgusta moderadaments
Disgusta mucha

Disgusta muchisima

7. Ordenal, 2,3 las muestras seziin te hayan agradado
- 18
2.
.

482

4z2

482



Anexo III. Técnica de tincion de gram

Esta es una técnica de informacion sobre propiedades estructurales de las bacterias que

permiten separarlas en dos grupos: gram positivas y gram negativas.

Los cultivos s deben de tefiir jovenes (incubados con un méaximo de 24 horas), esto debido
a que los cultivos viejos liberan enzimas por autolisis y atacan la pared celular modificando
sus propiedades estructurales y convirtiendo los gérmenes en gram positivos en gram

negativos.

Procedimiento:
1. Preparar un frotis para tincién de un cultivo de 18 a 24 horas y fijar con calor
Afiadir solucion de cristal violeta-oxalato de amonio durante 1 min
Lavar con agua
Agregar solucién de lugol (mordiente) durante 1 min
Decantar la solucion de lugol sin lavar
Decolorar con algunas gotas de acetona, o alcohol acetona no mas de 4 seg
Lavar rdpidamente con agua

Contrastar con safranina (colorante de contraste) al 0.5%, 1 min

© ©° N o gk~ w DN

Lavar y secar la laminilla

Toda laminilla debera ser cubierta con cada reactivo y eliminar éste en cada etapa, excepto
en la de lugol que no se lava. Cantidades insuficientes de reactivos daran como resultado

una tincién o decoloracién pobre.

Otra situacion que puede aparecer es que cultivos viejos gram positivos, pueden llegar a
observarse gram negativos como es frecuente con los Lactobacillus que pueden envejecer
muy rapido. Lo cual debe estandarizarse cuidadosamente para no tener falsos positivos o

falsos negativos.
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Anexo IV. Tabla de Prueba de Basker y Kramer “Valor critico de diferencia entre
suma de categorias”

Numero de Numero de productos

panelistas 2 3 4 5 6 7 8 9 10
20 88 | 148210273 (337|403 | 47 537 | 60.6
21 90 | 152 1215|1280 (346|413 ] 481 | 551 | 621
22 02 |155|220]| 286 (354|423 | 492 | 564 | 635
23 04 |159]1225]293(362|432] 503 | 576 | 65.0
24 96 | 162230293 (369|441 | 514 | 589 | 664
25 98 | 166 (235|299 (377|450 ] 525 | 60.1 | 677
26 100|169 (239|305 |384|459| 535 | 613 | 69.1
27 102 | 172244311 392|468 546 | 624 | 704
28 104 | 1751248 317(399|477 | 556 | 636 | 71.7
29 106 | 178 1253|323 |(406| 485 | 565 | 647 | 729
30 10.7 | 182 [257) 328 | 413|493 | 575 | 658 | 742 |
31 109 | 1851261334 (420|502 ] 594 | 669 | 754
32 11.1 [ 187 [265(340 426|510 603 | 603 | 766
33 113 (190269350433 |517| 612 | 690 | 778
34 114193273356 | 440|525 621 | 70.1 790
35 116 | 196 [27.7]361 | 446 533 | 63 71.1 80.1
36 118 | 199|281 366 | 452|540 | 639 | 721 813
37 119202 |[285] 371 |459] 548 | 647 | 73.1 824
38 121 | 204 [289| 376 | 465] 555 | 67.2 | 741 8335
39 122 120.71293]38.1 1471|563 | 656 | 750 | 846
40 124 12102971386 [47.7(570| 664 | 760 | 857 |
41 126 | 212 1300|391 (483 ]| 577 | 672 | 769 | 86.7
42 1271215304395 (489 584 | 68 779 | 878
43 129 | 217 (308|400 | 494|591 | 688 | 788 | 888
44 130 1220)31.1|405(500| 598 | 696 | 79.7 | 899
45 131 [222315(409|506|604| 704 | 806 | 909
46 133 1225|318|414 511611 712 | 815 ] 919
47 134 1227 1322|418(51.7]| 618 | 72 824 | 921
48 136 [23.0 3251423 |1522]624| 727 | B32 | 938
49 13.7 1232|328 427528 63.1| 735 | 841 | 948
50 139 123413321431 (533|637 742 | 850 | 958
33 145|246 [348[452 559|668 | 779 | 891 | 1005
60 1521257 1363|473 (584|698 | 813 | 931 | 1049
65 158 [ 267 |378[492 | 608726 | 846 | 969 | 1092
70 164 | 27.7 1392|510 |63.1 754 | 87.8 | 1005 | 1133
80 1751296 [420] 546 | 674 | 806 | 939 | 1075 ] 1212
90 186 | 314 |445]| 579 | 715|855 | 996 | 1140 | 1285
100 196 | 331|469 610 (754|901 | 105 | 120.1 | 1355
110 206 [ 348 1492|1640 ] 79.1 9451101 | 126.0 | 1421
120 215|363 514|668 | 826|987 | 115 | 1316 | 1484

Fuente: Lawlees HT, Heymann H., 1998.
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