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1. Infroduccion
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El desarrollo de alimentos que promueven la salud y el bienestar es
una de las prioridades clave en la investigacion para la industria
alimentaria y ha propiciado el consumo de alimentos enriquecidos con
componentes fisioldgicamente activos como los probidticos (Klaenhammer
y Kullen, 1999; Betoret y col., 2003; Betoret y col., 2011). En los Ultimos anos,
los alimentos que afectan a funciones especificas o sistemas del cuerpo
humano y proporcionan beneficios para la salud mds alld de energia vy
nutrientes, han experimentado un crecimiento rapido en el mercado. Este
crecimiento es impulsado por las innovaciones tecnoldgicas, desarrollo de
nuevos productos y el nuUmero creciente de consumidores conscientes de
la salud e interesados en productos que mejoren la calidad de vida
(Granado y col., 2010; Nehir y Simsek, 2012).

Al respecto, los expertos en Ciencia y Tecnologia de Alimentos estan
creando un nuevo marco para estas recomendaciones dietéticas basadas
en alimentos, principalmente en las dreas de métodos de
almacenamiento, preservacion, restauracion de nutrientes y fortificacion,
asi como también el desarrollo de alimentos disenados centrados en la
salud y alimentos funcionales (FAO/WHQO, 1996; USDA, 2010).

Adicionalmente, la desnutricion, principalmente proteica, es uno de
los mds graves problemas que afectan actualmente a la humanidad,

haciéndose mds notable en paises en vias de desarrollo. El principal
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inconveniente a nivel mundial es la escasez de proteinas de origen animal
y el bajo poder adquisitivo de gran parte de la poblacion, lo que ocasiona
una situacion de desnutricion. Esta situacion ha afectado negativamente
el consumo de alimentos de los estratos socioecondmicos con menores
ingresos, generando la sustitucion de alimentos de origen animal por los de
origen vegetal, notdndose un incremento en el consumo de cereales y de

leguminosas.

En los Ultimos anos, la divulgacion dada a los potenciales efectos
beneficiosos de dietas bajas en grasas y con alto contenido en fibra, ha
supuesto un fuerte empuje en el uso de leguminosas en la alimentacion
humana. Las leguminosas son especies ampliamente cultivadas en todo el
mundo, de gran importancia para la alimentacion del ser humano vy
animal, todo ello debido a su elevado contenido de proteinas, ciertos

minerales y vitaminas (Singh y col., 2004).

El quinchoncho (Cajanus cajan), también llamado pigeon pea, se
encuentra entfre las legumbres mdas importantes. Se cultiva de manera
extensiva en América, Africa e importantes dreas de Asia, como India.
Tiene un importante contenido proteico, almidén, bajo contenido en
grasas, moderada cantidad de fibra y un balance equilibrado de
minerales esenciales (Torres y col., 2007). M&s aun, no sdlo aporta proteinas,
sino que puede suponer una fuente econdmica de la misma, asi como su
contenido en compuestos no digeribles puede tener un valor prebidtico
(Eneche, 1999). Por otro lado, el maiz ha adquirido importancia en la
nutriciobn de millones de personas en todo el mundo, siendo un alimento
bdsico en la dieta cotidiana de muchas poblaciones, especialmente
México, América Cenftral, Venezuela y Colombia (Mildn-Carrillo y col.,
2006).

12
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Paralelamente, un buen nUmero de estudios sugieren que el consumo
de avena tiene efectos que promueven la salud, ya que es uno de los
pocos cereales que contiene tanto fibra soluble como insoluble (Brown,
1992). Aunque la proporcion de aminodcidos de la avena no es optima
debido a su deficiencia en lisina y freonina, ésta puede complementarse
con leguminosas, las cuales son ricas en dichos aminodcidos. Por su lado,
estas leguminosas son pobres en metionina, lo que no sucede con la
avena, de manera que se puede lograr una combinacién provechosa

dado que sus contenidos en aminodcidos se complementan.

Atendiendo a estas consideraciones, la ciencia de la Nutricion ha
cambiado los conceptos cldsicos de evitar deficiencias de nutrientes y una
adecuada nutricidn bdsica al concepto de una alimentaciéon “positiva” u
“Optima”. En este sentido el enfoque de las investigaciones se dirige hacia
la identificacion de componentes bioldgicamente activos en alimentos
qgue tengan el potencial de optimizar el bienestar fisico y mental y que

también puedan reducir el riesgo de enfermedad.

En muchos productos alimenticios tradicionales, incluyendo frutas,
vegetales, cereales, soja y leche, se ha determinado la presencia de
componentes con potenciales beneficios para la salud (Kedia y col., 2007).
En adicidn a estos alimentos, se estdn desarrollando nuevos alimentos para
aumentar o incorporar estos componentes benéficos por sus deseables

efectos fisioldgicos.

Es por ello que las industrias alimentarias han recurrido al uso de
alimentos funcionales que contengan compuestos fisioldgicamente activos

que puedan mejorar la salud. En este contexto se encuentran los
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probidticos. Se entiende por probidticos los microorganismos viables que
administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios para la
salud del hospedador (FAO/WHO, 2002; Ramos, y col., 2012). Dichos
microorganismos han sido incorporados con éxito en diversos alimentos,
tanto en leches fermentadas como de manera creciente en otros

productos no fermentados mas alld del sector Iacteo (Crittenden, 2009).

En efecto, la industria ladctea establecidé la incorporacion de
bacterias ldcticas potencialmente probidticas de origen humano en
alimentos fermentados tradicionales, liderando la produccion de diferentes
tipos de leches fermentadas en general, y yogures en particular (Gomes y
Malcata, 1999). El mercado ha infroducido nuevas aplicaciones de
microorganismos probidticos en alimentos, como yogur congelado, yogur
de soja, postres ladcteos, quesos, helados, pan y chocolate (Aragon-Alegro
y col., 2007; Cruz y col., 2010; Di Criscio y col., 2010; Gomez y col., 2011).

Los mds conocidos por su amplia aplicacion son los microorganismos
del género Lactobacillus; el uso de cepas seleccionadas como suplemento
en alimentos ha ganado popularidad, y los consumidores han reconocido
su contribucion en la fermentacion de alimentos y beneficios para la salud
(Sanders, 1999). Los lactobacilos son microorganismos que fienen ciertos
requerimientos especiales para crecer, como carbohidratos fermentables,
aminodcidos, vitaminas del complejo B y minerales, ademds de ofras
necesidades especificas de la cepa (Gémez y Malcata, 1999). Asi, la
composicion del sustrato y los requerimientos nutricionales de la cepa
afectan considerablemente la fermentacion del producto. El crecimiento
microbiano también depende de factores ambientales, tales como pH,

temperatura y acumulacion de metabolitos (Ganzle y col., 1998).
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Uno de los principales probidticos a nivel industrial es Lactobacillus
reuteri, el cual ademds de confrolar infecciones gastrointestinales, posee
otros efectos beneficiosos como son sus propiedades hipocolesterolémicas,
anfimutagénicas, de mejora de la inmunidad y de digestibilidad de la
lactosa, entre otras (Connelly, 2004). El potencial de los cultivos probidticos
depende de varios factores, pero el mds importante es su supervivencia
durante la elaboracion del producto, su almacenamiento, su transito a
través del tracto gastrointestinal, y la capacidad de proliferar en el intestino

grueso (Tannock, 1998).

De hecho, se han usado diversos criterios para la seleccion de cepas
probidticas, siendo el mdas empleado la supervivencia en el transito por el
intestino grueso, y su capacidad de colonizarlo de manera transitoria, o
que se relaciona con su adherencia a la mucosa o epitelio intestinal, y su
actividad antimicrobiona mediante la produccidon de moléculas
antimicrobianas que inhiben o impiden la adherencia de patdgenos
(Margolles y col., 2009). Estos factores deben tomarse en cuenta para la
seleccion de la cepa (Saarela y col., 2000). Los principales desafios que se
le presentan a un probidtico mientras pasa a fravés del aparato digestivo
son las secreciones gastricas del estobmago vy la liberacion de las sales

biliares en el duodeno (Bezkorovainy, 2001).

En relacion a estos aspectos, varios investigadores han estudiado la
supervivencia de microorganismos en presencia de sales biliares y pH
reducido y ha quedado demostrado que las propiedades fisico-quimicas
del alimento utilizado como vehiculo influyen de manera muy importante
sobre la supervivencia del probidtico in vivo o in vitro (Gillland y col., 1984;
Clark y Martin, 1994; Lankaputhra y Shah, 1995; Charteris y col., 1998; Erkkila
y Petaja, 2000; Dunne y col., 2001; Charalampopoulos y col., 2002). Otro
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criterio importante se refiere a que estos microorganismos deben ser viables
y estar disponibles a concenfraciones mayores de 106 ufc/g de producto,
ya que seria cuestionable presumir algun efecto beneficioso en productos

donde su concentracion sea baja (Shah, 2000).

Asi, la utilizacion de Lactobacillus reuteri en productos elaborados
con quinchoncho (Cajanus cajan) y avena puede producir productos con
caracteristicas definidas y consistentes y posibles propiedades beneficiosas
para la salud. Sin embargo, deben considerarse varios aspectos en el
diseno de este nuevo preparado alimenticio, como la composicion y
procesamiento de la materia prima, composicion quimica, evaluacion
sensorial, perfil de aminodcidos, digestibilidad, del producto, asi como
también la capacidad de crecimiento y productividad del cultivo iniciador

y la estabilidad del producto final durante el aimacenamiento.

En virtud de las ideas expuestas, el propodsito de esta investigacion
serd elaborar productos para untar a base de leguminosa, avena vy
Lactobacillus reuteri y evaluar el uso potencial de estos sustratos en el
desarrollo de un producto probidtico, con la finalidad de ofrecer un
producto innovador, de alto valor nufricional y que a su vez pueda
contribuir a la prevencion y recuperacion de ciertas enfermedades.
Ademds, este producto deberia resultar accesible a los estratos de bajos

recursos econdémicos.
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2. Objetivos de la investigacion
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—  — — ————— — ——————— ——— — — —— — —————————— ————

2.1 Objetivo General

Disenar alimentos potencialmente funcionales sobre la base de
productos fradicionales venezolanos. Fundamentalmente, el frabajo

pretende:

e Formular productos fipo crema para untar a base de quinchoncho,
avena y Lactobacillus reuteri (en adelante denominado Estudio 1)
e Fortificar y evaluar un producto tipo panqueca preparada con maiz

tierno y proteina plasmdatica (en adelante denominado Estudio 2)

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Objetivos especificos del Estudio 1:

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de los productos a base de

quinchoncho, avenay L. reuteri

e Examinar sus caracteristicas organolépticas

e Determinar la viabilidad de Lactobacillus reuteri en el producto

18
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2.2.2. Objetivos especificos del Estudio 2:

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de los productos tipo
panqueca

e Examinar sus caracteristicas organolépticas

e Valorar su calidad microbiolégica

e Establecer el perfil de aminodcidos

e Evaluar su eficiencia proteica y digestibilidad

19
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3. Justificacion
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El énfasis en buscar alimentos que contribuyan a propiciar una salud
adecuada ha aumentado considerablemente en todo el mundo. Ademds,
es un hecho que los alimentos de origen vegetal constituyen una parte
importante de la dieta y en muchos paises en vias de desarrollo son la base
de la alimentacion. Entre los alimentos de origen vegetal mds utilizados se
encuentran las leguminosas, las cuales debido a su bajo costo y alto valor
nutritivo son una alternativa econdmica para sustituir alimentos de dificil
acceso para la poblacion de bajos recursos. Una proporcidon adecuada
de leguminosa podria sustituir alimentos de origen animal (Singh y col.,
2004).

Por ofra parte, las tendencias recientes no sélo se han enfocado en
la obtencidon de nuevos productos de alta calidad nutricional y bajo costo,
sino que ademds de ello posean ingredientes con efectos beneficiosos
para la salud. Todo ello ha sido el resultado de numerosos informes, que
establecen que un porcentaje considerable de consumidores (45-50%)
prefiere alimentos que los puedan ayudar a disminuir su dependencia

respecto a medicamentos y terapia médica (Niva, 2007).

Un gran numero de investigaciones realizadas sobre el uso de ciertos
microorganismos indican su valor en el desarrollo de alimentos funcionales
dirigidos al fratamiento de una variedad de enfermedades. La prevencion

o disminucién de enfermedades es preferible a su fratamiento (Huggett y
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Schliter, 1996). Se han disenado diferentes fipos de productos funcionales y
se han infroducido en el mercado con éxito para disminuir la presion
arterial, niveles de colesterol, azicar en sangre y osteoporosis (Sanders,
1998). A este respecto, las investigaciones relacionadas con alimentos
funcionales se han enfocado progresivamente hacia el desarrollo de la
suplementacion, infroduciendo probidticos, los cuales afectan la

composicion y actividad de la microbiota intestinal (Ziemer y Gibson, 1998).

No podemos pensar que el interés por los alimentos funcionales
surgido de la nada. Todo ha coincidido con los cambios propios
experimentados en la manera de abordar Ia Nutricion. Atrds parece haber
qguedado el concepto de “nutricibn adecuada”, es decir, aquella que
aporta especificamente nutrientes como carbohidratos, proteinas, grasas,
vitaminas y minerales, siendo sustituida por el de “nutricion optima”, es
decir, aquella que incorpora al concepto anterior el aspecto de la
potencialidad o capacidad de los alimentos para promocionar la salud y

reducir el riesgo de desarrollar enfermedades (Kedia y col., 2007).

Desde este contexto, la investigacion se justifica tedricamente por
cuanto toda técnica dirigida a mejorar y aumentar el valor nutritivo de
alimentos destinados al consumo humano constituye un reto. Por ofra
parte, el producto formulado puede constituir una alternativa alimentaria
suministrando los nutrientes necesarios y ofreciendo efectos beneficiosos
para la salud. Hasta la fecha no hay estudios que muestren la utilizacién
del gquinchoncho en la elaboracién de un producto funcional con cultivo
probidtico. Ademds, desarrollar estos productos innovadores sobre la base
de ofros tradicionales, haria mucho mas facil su aceptaciéon y vinculacion

con los aspectos culturales de la alimentacion.
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Metodoldégicamente, este estudio utiliza determinaciones o andlisis
especificos que permitieron conocer la composicion fisico-quimica del
producto, su contenido en aminodcidos, el comportamiento del cultivo
probidtico (Lactobacillus reuteri) en sustratos como el quinchoncho, avena
y en el producto terminado, lo cual servird de base para profundizar en
futuras investigaciones, logrando de esta manera avanzar en los

conocimientos relacionados con este campo.

Desde el punto de vista prdctico los resultados obtenidos buscan
sentar las bases y proporcionar conocimiento de manera que se puedan
definir procesos para desarrollar otros productos alternativos y novedosos,
asi como econdmicamente asequibles a distintos estratos sociales, que
permitan contribuir a corregir algunos problemas relacionados con salud y
desnutricion, asi como confribuir a la mejora de la calidad de vida a través

de la alimentacion.
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4. Marco tedrico y antecedentes
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A confinuacion se presentan los elementos tedricos y conceptuales
que permitieron sustentar el estudio, exponiendo los antecedentes vy las

bases tedricas en el contexto de la investigacion.

4.1. Alimento funcional

El concepto de alimento funcional surge en Japdn en el ano 1980
como parte de la politica del gobierno de mejorar la salud (Arai, 2002).
Aunqgue el concepto fue intfroducido hace mucho tiempo con Hipdcrates y
su lema "Deja que la comida sea tu medicina”, existe gran cantidad de
evidencias que apoyan esta hipdtesis de que la dieta puede desempenar
un papel importante en la modulacion de las funciones fisioldgicas en el

cuerpo (Vasiljevic y Shah, 2008).

Los alimentos funcionales incluyen alimentos o ingredientes
alimentarios que ejercen un efecto beneficioso sobre la salud humana y/o
reducen el riesgo de la enfermedad créonica mdas alld de las funciones
nutricionales bdsicas (Huggett y Schliter, 1996). Diversas instituciones de
referencia, como |la Food and Nutrition Board of the National Academy of
Sciences, describen un alimento funcional como cualquier alimento
modificado o ingrediente alimentario que puede proporcionar un
beneficio para la salud mds alld de los nutrientes tfradicionales que

contiene (Food and Nutrition Board, 1994).

25


http://scialert.net/fulltext/?doi=ajft.2010.86.99&org=10#49075_b

Desarrollo de alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos tradicionales — Yasmina Barboza

Por su parte, la Asociacion Dietética Estadounidense (ADA, 1999)
sostiene un punto de vista mads inclusivo para definir los alimentos
funcionales. Los describen como “cualquier alimento o ingrediente
alimentario que puede proporcionar un beneficio para la salud mds alld de
los nutrientes fradicionales que contiene" y toma en cuenta los siguientes

puntos muy importantes:

- Los alimentos funcionales pueden ser fortificados, enriquecidos o
alimentos mejorados

- Es probable que todos los alimentos sean funcionales en algun nivel
fisiologico

- Para tener un efecto beneficioso sobre la salud, un alimento funcional
debe consumirse como parte de una dieta variada sobre una base

regular, a niveles eficaces.

Expresado de manera sencilla, los alimentos funcionales son
alimentos que forman parte normal de la dieta, que han sido fortificados o
enriquecidos para proporcionar un efecto beneficioso adicional a la salud
en conjunto con sus propiedades nutritivas normales (Diplock y col., 1999;
Hasler, 2002). En definitiva, y de acuerdo con una definicion generalmente
aceptada, un alimento funcional es cualquier alimento modificado que
puede proveer un beneficio para la salud mds alld de los nutrientes que
contiene (FDA, 2004). El concepto de alimento funcional incluye dos
efectos primarios sobre la salud: el aumento de la funcién fisiolégica vy la

disminucion del riesgo de enfermedades (Verschuren, 2002).

También hay autores que incluyen aquellos alimentos que contienen

determinados minerales, vitaminas, dcidos grasos o fibra dietética, o
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alimentos con anadido de sustancias bioldgicamente activas como
fotoquimicos o antioxidantes y probidticos que tienen efectos beneficiosos
sobre la vida. De acuerdo con esta definicidon, todo alimento sin modificar
como frutas y verduras puede considerarse como la forma mas simple de
un alimento funcional. Por ejemplo, el brécoli, la zanahorias o los tomates
podrian considerarse alimentos funcionales porque son ricos en
componentes fisioldgicamente activos como sulforafano, B-carotenos y

licopenos, respectivamente.

Por otro lado, también se incluyen alimentos modificados, como los
que han sido forfificados con nutrientes o mejorados. Dentro de estos
alimentos saludables se mencionan los productos reducidos en grasa,
azucar o sal, fortificados con vitaminas, minerales, fitoquimicos, péptidos
bioactivos o dacidos grasos poliinsaturados omega3. Asimismo, las leches
funcionales fermentadas con bacterias probidticas y/o con adicion de

probidticos y prebidticos (Manzini y col., 2007).

Desde el punto de vista del consumidor, una encuesta realizada en
los Estados Unidos por la International Food Information Council sobre |as
actitudes hacia los alimentos funcionales indica que hay un alto interés en
alimentos con beneficios que promuevan la salud: un total del 93% de los
consumidores encuestados creen que algunos alimentos, ademds de su
innato valor nutritivo confieren efectos adicionales a la salud (International
Food Information Council, 2002). El creciente interés de los consumidores
hacia los alimentos funcionales constituye, por consiguiente, una base
para el desarrollo de investigaciones en este sentido (Bech-Larsen vy
Grunert, 2003; Urala y Lahteenmaki, 2003; Huotilainen y col., 2006).
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En general, parece que los alimentos funcionales proporcionan al
consumidor alternativas de seleccion para abordar sus intereses en salud,
haciéndose cada vez mds discernidores sobre tales elecciones (Devcich y
col., 2007). En la Ultima década, el mercado de los alimentos funcionales
ha ido aumentando en Europa e incluye una variedad de alimentos, tales
como los que disminuyen el colesterol en sangre o la presion sanguinea, asi

como alimentos para el bienestar del estomago (Verbeke, 2005).

Habitualmente, un alimento que es comercializado como funcional
confiene ingredientes adicionales y es desarrollado tecnolégicamente con
un beneficio especifico para la salud. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
para describirlos, estos pueden ser considerados como una categoria mal
definida. En la mayoria de los paises no hay ninguna definicion legislativa
del término; la separacion entre alimento convencional y funcional
constituye un desafio aun para los expertos en alimentos. En los Estados
Unidos, en lugar de regular este grupo de producto per se, los esfuerzos
legislativos estan siendo desarrollados y dirigidos hacia la restriccion del uso
de proclamas a la salud en las efiquetas de los envases (Niva, 2007). En la
Union Europeaq, los esfuerzos legislativos han ido fambién en este sentido
(AndGnimo, 2006; 2008).

4.2. Desarrollo de alimentos funcionales: Importancia y tendencias

Los expertos proclaman que la Unica esperanza de supervivencia de

una empresa es su capacidad para seguir innovando. En este contexto, el

desarrollo de nuevos alimentos funcionales resulta cada vez mas dificil, ya

que estos deben cumplir con las expectativas de los consumidores de
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productos que sean simultdneamente apetecibles y saludables (Shah,
2007; Granato y col., 2010).

Segun Jousse (2008), el desarrollo de nuevos productos es un
constante desafio para la investigacion cientifica y aplicada y se ha
observado que el diseno de alimentos es esencialmente una forma de
optimizar los ingredientes claves para generar la mejor formulacion. Los
productos alimenticios que alegan una capacidad funcional hacia la
promocion de la salud y se extienden mds alld de la disposicion general
de proporcionar nutrientes esenciales, son generalmente aceptados por
los consumidores. Esto puede traducirse en una disminucidon de la
mortalidad y un aumento en la calidad de vida dentro de la poblaciéon
(Judio y Jones, 2007).

Sin embargo, la aceptacion de un ingrediente o alimento funcional
especifico estd vinculada al conocimiento que el consumidor tiene de los
efectos sobre la salud de estos ingredientes especificos. Por lo fanto, los
ingredientes funcionales que estdn en Ila mente de los consumidores como
las vitaminas, fibra y minerales, logran considerablemente mayores tasas
de aceptacion que ingredientes que han tenido visibilidad solo por un
periodo de tiempo corto, tales como flavonoides, carotenoides y dcidos

grasos omegas.

De acuerdo con Siro y col. (2008), uno de los primeros pasos en €l
desarrollo de un producto alimenticio funcional es identificar las
expectativas del consumidor hacia dicho producto. Segin Roberfroid
(2000) un producto alimenticio puede hacerse funcional mediante Ia
eliminacién de algun componente identificado como causante de efectos

perjudiciales cuando se consume (proteinas alergénicas, lactosa,
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fenilalanina), mediante el aumento de la concenfracion de un
componente naturalmente presente (fortificaciobn con micronutrientes),
aumentando la concentraciéon de un componente no nutritivo a un nivel
conocido para producir un efecto beneficioso, o agregando un
componente que no estd normalmente presente en la mayoria de los
alimentos y no es necesariamente un macro o micronutriente, pero que se
ha demostrado que posee efectos beneficiosos (antioxidantes, prebidticos,

probidticos).

Desde el punto de vista de la investigacion, el desarrollo de
alimentos funcionales representa un territorio donde la experiencia de los
tecndlogos de alimentos, nutricionistas, veterinarios, médicos y quimicos de
alimentos deben combinarse para obtener productos innovadores,
manteniendo la calidad de los alimentos tradicionales. Por otro lado, estos
alimentos deben ser capaces de modular pardmetros fisioldgicos
relacionados con la prevencion de la enfermedad o estado de salud

(Fogliano y Vitaglione, 2005).

4.3. Formulacién y Mezcla

Formular y mezclar constituye una tecnologia simple y econdmica
utilizada ampliaomente en la elaboracién de alimentos. Su uso en el
desarrollo de alimentos funcionales tiene una larga historia para el control
exitoso de las deficiencias de vitaminas A y D, diversas vitaminas del
complejo B (tiamina, riboflavina y niacina), yodo y hierro. Desde la década
de los cuarenta, la fortificaciéon de cereales con tiamina, riboflavina vy
niacina (Kyritsiy y col., 2011) se ha convertido en una prdctica comun. La

margarina fue fortificada con vitamina A en Dinamarca y la leche con
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vitamina D (FAO/WHQO, 2006). En los Estados Unidos se ha enriquecido con
fitoesteroles y es ufilizada por los pacientes con alto riesgo cardiovascular
(Laforest y col., 2007).

La lista de compuestos activos es interminable (vitaminas,
probidticos, péptidos bioactivos, antioxidantes...) y el fipo de productos
finales obtenidos por formulacion estd creciendo constantemente
(Wildman, 2006). Desde la cldasica leche enriquecida (Alzate y col., 2010;
Kim y col., 2010) y yogures (Karaaslan y col., 2011; Zare y col., 2011)
pasando por las formulas infantiles enriquecidas con prebidticos (Alliet y
col., 2007), probidticos (Puccio y col., 2007), vitaminas (Chdavez-Servin y col.,
2008), acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (Chdavez-Servin y col.,
2009) para proporcionar a los recién nacidos los nutrientes necesarios para
un Optimo crecimiento y desarrollo, hasta jugos principalmente
enriquecidos con flavonoides (Gonzdlez-Molina y col., 2009), vitaminas
(Rivas y col., 2007) y resveratrol (Gonzdlez-Barrio y col., 2009). También se
mencionan pastas elaboradas con leguminosas (Petitot y col., 2010) vy
carnes enriquecidas con compuestos biactivos (Jiménez-Colmenero y col.,
2010; Zhang y col., 2010).

4.4. Cultivos probidticos

A comienzos del siglo XX la creencia general era que los
microorganismos eran perjudiciales y no fue sino hasta 1908 cuando el
famoso investigador ruso ganador del premio Nobel Elie Metchnikoff
postula la existencia de microorganismos beneficiosos que ayudarian a
combatir ciertas enfermedades. Inicialmente, observd que los campesinos
bulgaros tenian una longevidad media de 87 anos, algo excepcional para

comienzos de siglo y que 4 de cada 1000 pasaban de los 100 anos. Una de
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las principales diferencias en su estilo de vida en comparaciéon con dietas
contempordneas era el consumo de grandes cantidades de leches
fermentadas (Metchnikoff, 2004).

Las bacterias dcido lacticas son los microorganismos probidticos mas
importantes asociados fipicamente con el tfracto gastrointestinal humano.
Estas bacterias son Gram-positivas, no formadoras de esporos, catalasa
negativas, aerotolerantes, de crecimiento complicado, tolerantes al dcido
y estrictamente fermentativos; el dcido Iactico es su principal producto
final de la fermentacion del azucar (Axelsson, 1993). Con respecto a las
bacterias probidticas utilizadas (Tabla 1), destacan las bifidobacterias y los
lactobacilos, los cuales a menudo son etiquetados y comercializados con
nombres  comerciales  imaginativos (Bifidobacterium  digestivum,

Lactobacillus anti-caries, etc.) (Makinen y Bigret, 1993; Sendra, 2010).

Lee y Salminen (2009) recopilan 15 cepas probidticas comerciales, y
Reid y Bruce (2009) especifican de entre las mismas un lactobacilo, L.
reuteri, en concreto L. reuteri RC-14, uno de las mdas documentadas
mundialmente en relacion con la salud de las mujeres. Rivero y col. (2012)
recogen un listado de 59 cepas probidticas comerciales empleadas en el
mundo. Dos de ellas corresponden a Lactobacillus reuteri, en concreto L.
reuteri MM53 vy L. reuteri SD2112 (MM?2), siendo los nombres identificadores

de la propia empresa comercializadora, BioGaia.
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Tabla 1. Cultivos probioticos potenciales utilizados en alimentos

Genero Especies
Lactobacillus acidophilus/johnsonii/gasseri
delbrueckii subsp. bulgaricus
casei
crispatus
lactis
paracasei
fermentum
plantarum
rhamnosus
reuteri

salivarius
Bifidobacterium adolescentis

animalis/lactis

bifidum

breve

essensis

infantis

longum
Bacillus subtilis

clausii
Enterococcus faecalis

faecium
Escherichia coli cepa Nissle
Pediococcus acidilacti
Propionibacterium freudenreichii
Saccharomyces boulardii

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
Fuente: Sendra y col. (2010)

Debido a sus notables beneficios para la salud, las bacterias
probidticas han sido incluidas cada vez con mds frecuencia en productos

ldcteos fermentados, como yogures, quesos suaves semi-duros y duros,
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helados y postres Idcteos congelados (Desmond y col., 2005; Stanton y col.,
2003). Por otfra parte, los cereales generalmente son sustratos adecuados
para el crecimiento de cepas probidticas. No obstante, la gran diferencia
relativa al desempeno entre especies y la complejidad del sustrato en este
sentido hacen necesario identificar los factores intrinsecos y de proceso
que pudieran mejorar el crecimiento, y lo mds importante, la supervivencia
de la cepa probidtica in vivo e in vitro (Charalampopoulos, 2002). Si los
microorganismos probidticos viables no estdn presentes en el producto en
concenfracion suficiente en el momento de consumo, no podrdn
beneficiar al consumidor. Ademds de los beneficios para la salud, el cultivo
probidtico deberd reunir diversas caracteristicas que lo hagan susceptible
de comercializar en productos, entre las que se encuentran su capacidad
para sobrevivir, actividad en el producto y estabilidad durante el
almacenamiento, ademds de no perjudicar aspectos sensoriales (Heller,
2001).

En este sentido, es importante senalar que los lactobacilos son
microorganismos de crecimiento laborioso, que requieren carbohidratos
fermentables, péptidos, aminodcidos, vitaminas del complejo B y minerales
para crecer, ademds de requerimientos especificos de la cepa ya que la
adaptabilidad del probidtico al sustrato es un criterio muy importante que
se debe tomar en cuenta para seleccionar la cepa adecuada (Oberman
y Libudzisz, 1998; Severson, 1998).

Hoy en dia varios tipos de productos Idcteos contienen probidticos.
Tradicionalmente, el yogur es elaborado utllizando Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.
Segun Shah (2001), se cree errbneamente que estas bacterias en el yogur

proporcionan algunos beneficios, pero no son habitantes naturales del
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infestino y no sobreviven bajo las condiciones dcidas y concentfracion de
bilis que usualmente se encuentra en el fracto gastrointestinal. Por lo tanto,
para que el yogur sea considerado como producto probidtico, otfro tipo de

lactobacilos o bifidobacterias deberian ser incorporados.

4.5. Importancia de la matriz alimentaria en la eficacia de los cultivos

probidticos

Anteriormente los probidticos utilizados en los alimentos se
agregaban principalmente como parte del proceso de fermentacion. Sin
embargo, cada vez se agregan mds como suplementos. Ademads, también
hay una tendencia creciente en el uso de probidticos como
“nutracéuticos”, los cuales estdn disponibles de varias formas, por ejemplo
en capsulas. Esta tendencia puede llevar a una disminucion de la eficacia
funcional debido a la exclusion del potencial efecto sinérgico de los

alimentos (Ranadheera y col., 2010).

Se considera que uno de los principales factores que regulan la
colonizacion de microorganismos en el fracto gastrointestinal son los
alimentos. Los alimentos ayudan a las bacterias a tfravés del estbmago por
su capacidad tampdn. Ademads, pueden contener otros ingredientes que
interactuan con los probidticos para alterar su funcionalidad. Los alimentos
que fomentan el crecimiento de bacterias favorables se conocen como
prebidticos. Oligosacdridos como la lactulosa, galactooligosacdridos,
inulina, fructooligosacdridos y otros carbohidratos son algunos de los
ejemplos conocidos de prebidticos. Es evidente el potencial efecto

sinérgico que existe cuando se combinan adecuadamente probidticos y
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prebidticos, porque los prebidticos promocionan el crecimiento y la

actividad de los probidticos (Ranadheera y col., 2010).

Los ingredientes de ciertos productos alimenticios pueden contener
prebidticos de manera natural que ayudan a mejorar la eficacia funcional
de los probidticos. Muchos otros alimentos, como los productos Idcteos,
carne, cereales, bebidas y féormulas infantiles pueden ser fortificados con
prebidticos durante el proceso de fabricacion para aumentar la eficacia
del probidtico (Gibson y col., 2004). Ademds, un numero de ofros
componentes de alimentos incluyendo sustratos inespecificos, plantas y sus
extractos, metabolitos de microorganismos y dcidos grasos poliinsaturados,
también pueden ser importantes en la eficacia de los probidticos (Bomba y
col., 2006).

Las propiedades fisicoquimicas de los alimentos utilizados para
vehicular los probidticos, como capacidad tampdn y pH, son factores
importantes que influyen en la supervivencia de los mismos y por ello
potencian el efecto probidtico durante el transito gdstrico. La formulacion
de alimentos con un adecuado pH y de alta capacidad tampdn
aumentard el pH del fracto gdstrico y asi mejorard la estabilidad de los

probidticos (Kailasapathy y Chin, 2000).

Dado que una de las mejores formas de optimizar la eficacia de los
probidticos es combinarlos con los componentes que actian
sinérgicamente y la existencia de un pH adecuado, la seleccion
cuidadosa de la matriz de alimentos es un factor importante que debe ser
considerado en el desarrollo de estos productos. El contenido de grasa, la
concentracion vy tipo de proteina, los azicares y el pH del producto son

alguno de los factores que pueden afectar el crecimiento y la viabilidad
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en el alimento. Por lo tanto, la formulacion del producto puede ser

manipulada y de esta manera incidir en una mayor eficacia.

En nuestro estudio la seleccidén de la avena y el quinchoncho como
matriz para el crecimiento de L. reuteri se realizd considerando estos
factores, y tomando en cuenta ademds que ambos alimentos se
complementan en relacion a su perfil de aminodcidos. Por otra parte, la
fermentacion es un proceso importante que disminuye significativamente
el contenido de antinutrientes y con ello mejora el valor nutritivo de los
cereales y las leguminosas. Asimismo, estimula la multiplicacion de
organismos seleccionados y sus actividades metabdlicas en los alimentos.
Sila fermentacion se lleva a cabo con organismos probidticos, podria tener
un beneficio especifico agregado, aparte de mejorar el valor nutritivo. Por
lo tanto, si una mezcla de alimentos basados en avena y quinchoncho es
fermentada con un organismo probidtico no sdlo puede mejorar la calidad

nuftritiva, sino que también puede ejercer beneficios a la salud.

4.6. Aspectos que deben ser considerados en el desarrollo de productos

probidticos

Varios autores (Prasad, 2005; Collado, 2006; Shah, 2007) sugieren que
una cepa bacteriana probidtica debe valorarse de acuerdo a las
siguientes caracteristicas:

- Debe ser de origen humano
- Debe sobrevivir durante el transito gdstrico
- Debe tolerar las sales biliares

- Debe adherirse al tejido epitelial intestinal.
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Por ofro lado, Sendra y col. (2010) senalan que las principales
propiedades tfecnoldgicas que deben cumplir los probidticos para obtener

el efecto bioldégico deseado y sin causar ninguna toxicidad son

Tolerancia al oxigeno

- Tolerancia al dcido

- Habilidad para crecer en leche

- Habilidad para metabolizar prebidticos

- No afectar adversamente la calidad y caracteristicas sensoriales
del producto

- Ser estable en condiciones comerciales

El primer criterio supone que las cepas pertenecientes a especies
bacterianas que estdn presentes en la biota intestinal pueden tener una
oportunidad de supervivencia mejor en el medio que les es propio. Los
restantes criterios proporcionan una evaluacion del potencial de la cepa
probidtica para superar el entorno gdstrico, la presencia de sales biliares y

resistir, por medio de la adhesion, el flujo del contenido infestinal.

Es importante senalar, sin embargo, que un Ultimo criterio para
seleccionar con éxito la cepa probidtica es la capacidad de conferir a los
consumidores un beneficio para la salud y que los criterios anteriores
representan los primeros pasos en el esquema de seleccion (Morelli, 2007).
Algunos autores (McCartney, 2002; Perdigdn, 2006) han sugerido dos
enfoques adicionales en la seleccidon de bacterias probidticas, como la

evaluacion in vitro de la funcionalidad y el andlisis gendmico.
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4.7. Seleccion de la cepa probidtica

La importancia del origen ha sido debatida en los Ultimos anos, y los
estudios actuales mdas recientes indican que el éxito radica en que las
cepas sean de origen humano. El argumento es que una cepa probidtica
puede funcionar mejor en un entorno similar (por ejemplo el tracto

gastrointestinal humano) de donde fue originalmente aislado.

Los aspectos de seguridad incluyen las siguientes especificaciones:

1- La cepa utilizada debe ser preferiblemente de origen humano

2- Deben ser aisladas del fracto gastrointestinal de humanos sanos

3- Debe fener un historial no patdgeno (ser GRAS). Asi, no debe
tener ningun historial asociado con enfermedades tales como
endocarditis infecciosa o trastornos del tracto gastrointestinal

4- No debe llevar genes transmisibles de resistencia a los anfibidticos.

4.7.1. Viabilidad de los microorganismos probioticos

La viabilidad de los microorganismos probidticos es un pardmetro
clave para el desarrollo de los alimentos funcionales en que se implican.
Aunque la canfidad de células requeridas para producir beneficios
terapéuticos no se conoce y puede variar en funcidon de la cepa vy el
efecto saludable deseado, en general un nivel minimo superior a 10¢
bacterias probidticas viables por gramo de alimento es aceptado (Shah,
2000), ya que seria cuestionable presumir algun efecto beneficioso en

productos donde su concentracion sea baja.
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Histéricamente, para microorganismos como las bifidobacterias,
Schuler-Malyoth 'y col. (1968) establecieron el llamado “minimo
terapéutico” en 105/g de producto. Kurmann y Rasic (1991), también para
bifidobacterias, en 10¢/ml. Por su parte, Herndndez (2012) considera que la
dosis minima de probidtico necesaria para conseguir un efecto
terapéutico es de 10¢-10? ufc (no especifica, aunque se sobreentiende,
que se trata de ufc/g). Crittenden (2009) recuerda que segun las entidades
asesoras y reguladoras generalmente se estipula que los alimentos que
confienen organismos probidticos necesitan contener >106-107 ufc/g en el
momento de su consumo. Varias encuestas desarrolladas para validar la
viabilidad de estos microorganismos senalan que se ha demostrado una

poblacion baja de bacterias probidticas en alimentos (Masco, 2005).

Se han citado varios factores como responsables de la pérdida de la
viabilidad de los organismos probidticos: acidez del producto, dacido
producido durante el periodo de almacenamiento en refrigeracion, nivel
de oxigeno en el producto, permeabilidad del oxigeno a fravés del
envasado, sensibilidad a sustancias antimicrobianas producidas por
bacterias del yogur, y carencia de nutrientes en la leche (Dave y Shah,
1997).

La habilidad de los microorganismos para crecer y sobrevivir
depende principalmente de su capacidad para adaptarse a los cambios
ambientales. La adaptacidén al medio ambiente adverso estd usualmente
asociada con la induccidén de un gran nUmero de genes, la sintesis de
proteinas en respuesta al estrés, y el desarrollo de resistencia a factores
estresantes (Girgis y col., 2003). Sobre la base de estos conocimientos,
recientemente se ha investigado sobre los métodos que permitan

aumentar la supervivencia a largo plazo de los lactobacilos vy
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bifidobacterias de forma que se disminuyan los efectos letales del entorno
estresante y las condiciones del proceso, con el fin de potenciar su
resistencia a estos efectos durante la produccién, almacenamiento o

digestion (Doleyres, 2005).

4.7.2. Tolerancia al dcido y a la bilis

Para que una bacteria probidtica pueda desarrollar su accidn, debe
sobrevivir al paso a fravés del tfracto intestinal, donde se encontrard con
una cantfidad significativa de los dcidos biliares, que son producto del
metabolismo del colesterol en el higado y desempenan un papel
importante en el proceso digestivo. Los dcidos biliares son detergentes
bioldgicos que interrumpen la estructura de la bicapa lipidica de las
membranas celulares, y causan dano oxidativo al ADN (Lee y col., 2004;
Han y col., 20095).

Por ello, otro de los criterios importantes para la seleccidon es su
habilidad para sobrevivir en el medio ambiente acidico del producto y del
estbmago, donde el pH puede alcanzar valores tan bajos como 1'5.
Similarmente, el microorganismo debe ser capaz de sobrevivir a las
concentraciones de bilis usualmente enconfradas en el infestino. Conway
y col. (1987) utilizaron jugo gdstrico obtenido de humanos voluntarios para
demostrar que cepas de Sfreptococcus salivarius subsp. thermophilus y L.
delbrueckii subsp. bulgaricus son extremadamente sensibles, mientras que
otras especies entéricas de lactobacilos son mds resistentes, con

variaciones significativas de cepa a cepa.

Lankaputhra y Shah (1995) muestran que, entre varias cepas

estudiadas de L. acidophilus y Bifidobacterium spp., solamente algunas
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sobreviven bajo las condiciones dcidas y concentraciones de bilis
encontradas normalmente en productos fermentados y en el fracto
gastrointestinal. De manera que no puede generdlizarse que todas las
cepas probidticas son tolerantes al dcido y a la bilis. Debe considerarse de
manera especial, por tanto, la seleccidon de la cepa sobre la base de estos

aftributos.

4.7.3. Antagonismo entre bacterias

L. acidophilus y L. casei producen dcido ldctico como principal
producto final de fermentacion. Las bifidobacterias producen dcido
acético y lactico en razon 3:1. En adiciéon al dcido lactico y acético,
diversos organismos probidticos producen ofros dcidos como el citrico. Por
otro lado, las bacterias acidoldcticas también producen perdxido de
hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas como sustancias antimicrobianas.
Estas sustancias inhibidoras crean un ambiente hostil para los

microorganismos patdgenos y de descomposicion (Dave y Shah, 1997).

Asimismo, se ha determinado que las bacterias del yogur producen
bacteriocinas contra bacterias probidticas y viceversa. L. acidophilus
produce bacteriocinas confra varias cepas de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. helveticus, L. jugurti, y L. casei. El yogur puede contener uno o
mas grupos de estos organismos, y la produccion de bacteriocina por L.
acidophilus puede por lo tanto afectar la viabilidad de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus y L. casei. Por ello antes de hacer cualquier combinacion de
bacterias probidticas y bacterias del yogur que vayan a utilizarse en un

producto debe contrastarse su antagonismo (Dave y Shah, 1997).
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4.7 .4. Propiedad de adherencia

La adherencia es uno de los criterios mds importantes en la seleccidn
de bacterias probidticas. El efecto beneficioso deseado solamente se
produce si dichas bacterias son capaces de adherirse, colonizar vy
multiplicarse en el intestino. La habilidad de estas bacterias para adherirse
al intestino aumentard su oportunidad de superar la competencia con
bacterias no propias del intestino. De esta forma, la adherencia a la pared
celular del intestino es un pre-requisito importante en la colonizacién del
tracto gastrointestinal.  Solo pocas especies de lactobacilos vy

bifidobacterias se adhieren adecuadamente (Bernet y col., 1993).

La adherencia proporciona una interaccion con la superficie
mucosa y facilita el contacto con los infestinos asocidndose al tejido
linfoide, el cual media los efectos inmunes locales y sistémicos. Por lo tanto,
se cree que soOlo los probidticos adherentes son efectivos para inducir
efectos inmunologicos y estabilizar la barrera de la mucosa intestinal
(Salminen y col., 1996). La adherencia también puede proporcionar
medios de exclusion competitiva contra bacterias patdgenas en el epitelio

intestinal (Bernety col., 1994).

4.7.5. Actividad proteolitica

Tradicionalmente el yogur se ha preparado utilizando Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus como
cultivos iniciadores. La relaciéon simbidtica de ambos microorganismos estd

bien establecida debido a que el primero produce aminodcidos para el
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segundo. L. delbrueckii subsp. bulgaricus produce aminodcidos esenciales
debido a su naturaleza proteolitica, y las dos bacterias crecen

rapidamente (Dave y Shah, 1997).

Por otra parte, las bacterias del yogur crecen rdpidamente a
diferencia de ofras como L. acidophilus y bifidobacterias las cuales lo
hacen lentamente en leche debido a que carecen de actividad
proteolitica de manera que es una prdctica habitual agregar bacterias del
yogur a productos probidticos para disminuir el tiempo de fermentacion. El
tiempo de fermentacidn de las bacterias del yogur es de
aproximadamente 4 horas en comparacion con las 24 necesarias con las
bacterias probidticas. Como resultado, las bacterias del yogur son
utilizadas como iniciador principal y la bacteria probidtica como

complemento (Champagne, 2005).

Asi, tenemos que es importante seleccionar la cepa basadndonos en
su actividad proteolitica. Las enzimas proteoliticas son necesarias para
degradar la caseina de la leche a oligopéptidos, los cuales son
degradados a aminodcidos. La leche no contiene suficiente aminodcidos
liores y péptidos que permitan el crecimiento de bacterias IActicas,
particularmente microorganismos exigentes tales como lactobacilos y

bifidobacterias (Champagne, 2005).

4.7.6. Aspectos tecnoldgicos

Todos los alimentos probidticos deben ser seguros y tener buenas
propiedades sensoriales. Asimismo, debe incluir una cepa probidtica
especifica en un nivel adecuado durante el periodo de almacenamiento.

Antes que una cepa probidtica sea suministrada a los consumidores, debe
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ser primero capoz de ser manipulada bajo condiciones industriales,
sobrevivir y mantener su funcionalidad durante el almacenamiento en
congelacion o liofilizacion, y también en la matriz alimentaria en la cual se
formula. Adicionalmente, debe poder ser incorporada en el alimento sin
producir sabores o texturas desagradables. Los materiales de envasado y
las condiciones bajo las cuales el producto va a ser almacenado, son
aspectos importantes de la calidad del producto que contiene la bacteria

probidtica (Saarela, 2000).

4.7.7. |dentificacién de la cepa

Un producto que contiene bacterias probidticas requiere, para ser
fiable, la correcta identificacion de la especie bacteriana uftilizada y el
anuncio sobre la etiqueta de la especie presente. Esto es considerado un
aspecto importante debido a que hay autores que han demostrado que la
identidad del microorganismo recuperado no siempre se corresponde con
la informacién que senala la etiqueta del producto (Temmerman y col.,
2003).

4.8. Lactobacillus reuteri ATCC 55730

Lactobacillus reuteri es una especie distintiva, que fue descrita por
primera vez por Gerhard Reuter en 1980. Es una especie
heterofermentativa que reside en el tfracto gastrointestinal (Gl) de humanos
y animales y es considerada una de las pocas especies autdéctonas en el
hombre (Reuter, 2001). Los miembros de la especie tienen la habilidad de
inhibir exitosamente el crecimiento de microorganismos patdégenos de la

superficie de la mucosa intestinal por una combinacidén de diferentes
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mecanismos que incluyen excrecion de dcido Idctico y acético, asi como
otros dcidos grasos de cadena corta, perdoxido de hidrogeno, sustancias
antimicrobianas y bacteriocinas, y al igual que ofras bacterias
acidoldcticas es capaz de convertir la lactosa en dcido Iactico (Casas vy
Dobrogosz, 2000; Spinler y col., 2008).

Se ha demostrado que los cultivos de Lactobacillus reuteri, durante
su crecimiento aerdbico en presencia de dglicerol, acumulan una gran
cantidad de una bacteriocina de amplio espectro que ha sido llamado
“reuterina”, la cual es un compuesto de bajo peso molecular soluble en
agua (3-hidroxi-propionaldehido) capaz de inhibir el crecimiento de
especies representantes de varios géneros bacterianos incluyendo
Escherichia, Salmonella, Shigella, Proteus, Pseudomonas, Clostridium y
Staphylococcus, asi como levaduras, hongos, protozoos y virus (Axelsson y
col., 1989).

Spinler y col. (2008) compararon cuatro cepas de L. reuteri en
relacion a su habilidad para producir reuterina e inhibir el crecimiento de
diferentes patdégenos entéricos in vitro. La reuterina fue producida por
cada una de las cuatro cepas, pero la magnitud de la produccion de
reuterina no se correlaciona directamente con la relativa habilidad de L.
reuteri de suprimir la proliferacion de patdgenos entéricos. Senalan que
factores anfimicrobianos adicionales pueden ser producidos por el
microorganismo, y estos multiples factores pueden actuar sinérgicamente

con la reuterina para inhibir los patdégenos entéricos.

En lineas generales, la reuterina es excretada por L. reuteri durante su
crecimiento aerdbico en presencia de glicerol (Talarico y col., 1988) vy

ambas condiciones estdn satisfechas en el intestino humano. Chung y col.
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(1989) mostraron que la reuterina fue sintetizada bajo condiciones
ambientales similares a aquellas que existen en el tracto gastrointestinal y
que la sintesis de reuterina fue estimulada por contacto con ofras bacterias
que se encuentran en el intestino humano, tales como E. coli, Salmonella
typhimurium, Shigella, Proteus, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus megaterium, Clostridium sporogenes y Pediococcus

pentosaceus.

Posteriormente, también se ha elucidado la estructura de ofro
compuesto producido por L. reuteri con propiedades antimicrobianas. Este
compuesto ha sido llamado reutericiclina, el cual ejerce un efecto inhibidor
sobre varias bacterias patdgenas para el hombre (Ganzle y col., 2000). Por
ofra parte otros estudios han demostrado que L. reuteri ejerce una accion
inhibitoria en el fracto gastrointestinal de patdégenos, que incluyen a
Helicobacter pylori, el cual estd asociado con gastritis cronica, Ulcera
péptica y riesgo de cdncer gdstrico; pero no afecta negativamente la

biota normal benéfica (Johnson y col., 2003).

La cepa Lactobacillus reuteri ATCC 55730 es utilizada como
probidtico en alimentos Iadcteos, siendo infroducida por primera vez en
dichos productos en el ano 1991, en Suiza. Estos productos se han vendido
en Estados Unidos, Finlandia, Japdn, Coreaq, Espana, Portugal y Reino Unido.
En el ano 2000 se introdujeron en Estados Unidos tabletas masticables con
L. reuteri. Posteriormente estas tabletas han sido infroducidas en Europa,
Surdfrica y Asia. Hasta la fecha, el equivalente de mds de 200 millones de
dosis de 108 UFC de L. reuteri ATCC 55730 han sido vendidas a través de
varios productos (BioGaia internal market information), sin que se haya

publicado ningun efecto clinico secundario. Se ha demostrado que
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Lactobacillus reuteri ATCC 55730 es un verdadero probidtico, avalado por

varios estudios clinicos (Connelly, 2004).

Lactobacillus reuteri ATCC 55730 no solamente tolera el pH reducido
del estbmago, sino que sobrevive mejor que ofros lactobacilos
directamente aislados del estbtmago humano (Johnson y col., 2003). Su
adherencia a la mucosa intestinal (Casas y Dobrogosz, 2000) y el
crecimiento en el sitio de accidn son propiedades que han sido
demostradas, por lo que la administracion oral del microorganismo a través
de alimentos garantiza que un probidtico vivo y activo entfra al fracto

gastrointestinal (Connelly, 2004).

Muchos ensayos clinicos documentan la seguridad y eficacia de L.
reuteri ATCC 55730 en sujetos desde ninos hasta a adultos. Los datos
clinicos muestran que la administracion del microorganismo reduce
significativamente la incidencia y severidad de diarreas de diferente origen
y reduce las infecciones gastrointestinales (Wolf y col., 1995; Ruiz y col.,
1996; Guerrero y col., 1996; Shornikova y col., 1997; Karvonen y col., 2001).
Las evidencias que estdn desveldndose sugieren que el efecto probidtico
puede estar relacionado con su habilidad para modular el sistema inmune

del fracto gastrointestinal (Connelly, 2004).

Casas y Dobrogosz (2000) describen numerosos estudios controlados
sobre la seguridad de la colonizacidon del intestino que se realizaron
ufilizando una variedad de animales de laboratorio,a los cuales se les
administraron cepas de L. reuteri especificas de cada huésped. Tras sus
exitosos resultados, se iniciaron ensayos clinicos en humanos empleando la
cepa de L. reuteri ATCC 55730 SD2112 (conocido comercialmente como

Lactobacillus reuteri Protectis).
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L. reuteri se qislé de leche materna (Sinkiewicz y Ljunggren, 2008) y su
seguridad ha sido probada, estando disponible comercialmente en
diversas formulaciones (Dobrogosz y col., 2010). Células viables de L. reuteri
han sido aisladas de cada tramo del tubo digestivo: cavidad oral,
estobmago, intestino delgado y colon, asi como de heces y de la vagina
(Reuter, 2001). Wolf y col. (1998), Connolly (2004) y Weizman y Alsheik (2006)
informan sobre la seguridad clinica de la administracion de células viables
de L. reuteri ATCC 55730 en mds de 600 individuos incluyendo bebés
prematuros y recién nacidos a término, ninos en edad preescolar y adultos,

incluyendo adultos VIH positivos.

Connolly y col. (2005) informaron sobre la seguridad en la
administracion de células viables de cepas productoras de dcido DL-
ldctico en bebés (L. reuteri es una especie heterofermentativa productora
de dcido DL-lactico) y describe un nuevo fipo de probidtico: una
suspension en aceite de células viables de L. reuteri ATCC 55730 capaz de
suministrar en 5 gofas una dosis diaria de 108 ufc/ml a ninos y bebés
prematuros (Connolly, 2005). Por otro lado, Romeo vy col. (2009)
suministraron formulaciones en aceite de L. reuteri ATCC 55730 durante 28
dias a ninos prematuros en una investigacion clinica prospectiva
controlada con placebo. A estos bebés también se les suministraron
suspensiones liquidas de L. rhamnosus GG con fines comparativos. Los
resultados  mostraron  que  ambas  administraciones  redujeron
significativamente el nUmero de bacterias y las infecciones por Candida en
comparacién con el placebo controlado de recién nacidos. Ambas cepas
de probidtico mejoraron los sinfomas gastrointestinales, aunque L. reuteri

exhibié una mayor eficacia en este sentido.

49



Desarrollo de alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos tradicionales — Yasmina Barboza

Entre los principales ensayos clinicos ejecutados con L. reuteri,
senalaremos los estudios controlados doble ciego placebo en adultos
masculinos escogidos al azar realizado sobre |la seguridad y tolerancia de
la ingestion del microorganismo. La administracion de L. reuteri (101 ufc/g y
dia) durante 21 dias aumentd significativamente los niveles en heces,
comparado con el placebo, sin ningun efecto clinico adverso (Wolf y col.,
1998). También se han realizaron estudios en pacientes con HIV en los
cuales se encontré un aumento en los niveles de L. reuteri sin apuntar

problemas en este grupo de individuos (Wolf y col., 1998).

Igualmente, se han realizado estudios de seguridad y de prevencion
de diarrea en ninos. Se han realizado estudios al azar doble ciego placebo
contfrolado en los cuales se han examinado los efectos de L. reuteri sobre
ninos con diarrea infecciosa. En estos estudios se observd que,
efectivamente, el microorganismo reduce la duracion del episodio de
diarrea (Shornikova y col., 1997). Ofras investigaciones confirman la
seguridad de suplementar las formulas infantiles con L. reuteri (Weizman 'y
Alsheikh, 2003). Otro aspecto importante donde se ha evaluado la eficacia
del microorganismo es sobre la incidencia de dermatitis atdpica, debido a
qgue la administracion de corticoesteroides tépicos puede controlar los
sinfomas, pero su uso prolongado implica efectos secundarios como afrofia
de la piel, por lo que se ha evaluado su efecto en este tipo de patologia y
se ha concluido que hay una mejoria moderada de la severidad clinica

del eczema (Rosenfeldt y col., 2003).

De igual forma, estudios clinicos han investigado el efecto de L.
reuteri sobre los disturbios producidos después de la friple terapia anti-
Helicobacter en la microbiota intestinal (Plummer y col., 2005). Al respecto,

Myllyluoma y col. (2007) senalan que la terapia de erradicacion de H. pylori
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tiene efectos perjudiciales sobre la microbiota intestinal. Los datos sugieren
que la suplementacion oral con L. reuteri durante 3 semanas después de la
triple terapia (claritromicina, amoxicilina y lansoprazole) puede disminuir

ligeramente los disturbios microbianos.

Imase y col. (2007) investigaron si la prueba de aliento de urea (UBT)
podria utilizarse como un marcador de carga de la infeccion por H. pylori y
determinar si la administracion de comprimidos masticables de L. reuteri
podria suprimir la infeccidon. En los resultados de este estudio se concluyd
que la administracion de L. reuteri disminuyd significativamente los valores
UBT en sujetos positivos de H. pylori, demostrando que L. reuteri inhibe la

densidad de H. pylori.

Francavilla y col. (2008) realizaron un estudio prospectivo doble
ciego y confrolado con placebo en 40 adultos dispépticos infectados con
H. pylori. Se concluyd que L. reuteri suprime eficazmente la infeccion por H.
pylori y reduce la aparicion de sinftomas de dispepsia, parficularmente la
distension abdominal, defecacion anormal y gas. L. reuteri no afecta o

interfiere con el fratamiento antibidtico de la infeccion.

4.9. Cereadles y alimentos funcionales

Los cereales ofrecen una alternativa para la produccion de
alimentos funcionales. Los multiples efectos beneficiosos de los cereales
pueden ser explotados en diferentes formas para el diseno de nuevos
alimentos o ingredientes a base de cereales que se dirigen a poblaciones
especificas, pudiendo ser utilizados como sustratos fermentables para el

crecimiento de microorganismos probidticos.
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Los principales pardmetros que deben considerarse son la
composicion y procesamiento de los cereales, la formulacion del producto,
la capacidad de crecimiento y productividad del cultivo, la estabilidad de
la cepa probidtica durante el almacenamiento, las propiedades
organolépticas, y el valor nutricional del producto final (Charalampopoulos
y col., 2002). Ademds, los cereales pueden servir como fuente de
carbohidratos no digestibles que, ademds de promover varios beneficios
fisioldgicos, también pueden selectivamente estimular el crecimiento de
lactobacilos y bifidobacterias que estén presentes en el colon y actuar

como prebidticos (Charalampopoulos, 2009).

Durante la fermentacion de los cereales se forman varios
compuestos voldtiles que contribuyen a una compleja mezcla de sabores
(Chavan y Kadam, 1989). Por Ultimo, el almidon de los cereales puede ser
utilizado como material para la encapsulacion de microorganismos
probidticos a fin de mejorar su estabilidad durante el aimacenamiento y su
viabilidad durante su paso por las condiciones adversas del tracto
gastrointestinal. Podria concluirse que los alimentos funcionales a base de
cereales constituyen una perspectiva desafiante. Sin  embargo, el
desarrollo de nuevas tecnologias de procesamiento de cereales que
mejoren su potencial en salud y la aceptabilidad de los productos

alimentarios son de importancia primordial.

4.9.1. Valor nutritivo

La fermentacion Idctica mejora normalmente el valor nutricional y la
digestibilidad de los cereales. Los cereales son deficientes en algunos

aminodcidos esenciales como freonina, lisina y friptéfano, por lo que la
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calidad de su proteina es pobre en comparacioén con los alimentos de
origen animal (Chavan y col., 1988). También la digestibilidad de sus
proteinas es inferior a los alimentos de origen animal, debido parcialmente
a la presencia de dacido fitico, taninos y polifenoles que se unen a proteinas
haciéndolos indigestos (Oyewole, 1997). La fermentacion Iactica de
diferentes cereales tales como maiz, sorgo o mijo, se ha encontrado eficaz
para reducir la cantidad de dcido fitico, faninos y mejorar la disponibilidad

de proteinas (Chavany col., 1989; Lorri y Svanberg, 1993).

4.9.2. Avena

Entre los cereales, el interés de la avena ha aumentado en los Ultimos
anos como un ingrediente alimentario debido a los diferentes tipos de fibra
dietética, tales como B-glucano, arabinoxilanos y celulosa, ademds de su
contenido de proteinas, lipidos (acidos grasos insaturados), vitaminas,
antfioxidantes y compuestos fendlicos (Peterson, 2001; Lambo y col., 2005).
Por otro lado, se ha demostrado que los B-glucanos son eficaces para
disminuir el colesterol en plasma y el nivel de glucosa postprandial en
suero. Los niveles de concentracion de colesterol séricos elevados estan
fuertemente asociados con un mayor riesgo de cardiopatia isquémica
(Rosengren y col., 1997). Ademas, el B-glucano es fermentado por la
microbiota intestinal que provoca la formacion de dcidos grasos de
cadena corta que son protectores de la mucosa del colon (Lazaridou vy
col., 2003).

Marklinder y Lonner (1992) propusieron el uso potencial de una sopa
de avena fermentada con bacterias dcido Idcticas viables como base de
una solucidn enteral nutritiva. Después de probar varios lactobacilos

probidticos heterofermentativos y homofermentativos, se concluyd que la
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avena es en general un sustrato adecuado para el crecimiento de
bacterias dacido Iacticas, independientemente de las diferencias entre
especies y variedades. Martensson y col. (2000) evaluaron la supervivencia
de dos cepas de lactobacilos y una bifidobacteria en tres productos con
diferente composicion de carbohidratos y mostraron que este producto
puede soportar el crecimiento de estas bacterias y mantener una elevada

viabilidad celular.

4.10. Leguminosas

El valor nutritivo de las legumbres estd ganando considerable interés
en los paises desarrollados debido a la demanda de alimentos saludables.
Los granos de leguminosas son una buena fuente de proteinas, minerales y
carbohidratos disponibles. Ademds son ricas en fibra y bajas en grasa
(Tharanathan 'y Mahadevamma, 2003). Confienen una cantfidad
adecuada de lisina (de la que los cereales suelen ser deficientes), aunque
su confenido en aminodcidos con azufre (cistina, cisteina, etc.) es menor
(Farzana y Khalil, 1999). Las semillas mdas comunes tales como el frijol
(Phaseolus vulgaris), las lentejas (Lens culinaris), las arvejas (Pisum sativum),
el garbanzos (Cicer arietinum) y las habas o frijoles faba (Vicia faba) son las

leguminosas que mdas se consumen en foda Espana.

En Europa, el consumo de leguminosas ha aumentado en la Ultima
década (un promedio de 3.9 kg/cdpita por ano), con diferencias entre los
paises: Espana, Grecia y Portugal (6 kg/cdpita por ano) (Aguilera y col.,
2009). A pesar de ser fuente de proteinas y otros nutrientes el consumo de
leguminosas estd algo limitado debido a algunos problemas de digestion

que provoca, los cuales estdn asociados a componentes tales como
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taninos, fitatos, inhibidores de proteasa y amilasa, lecitinas, y a la presencia
de oligosacdridos, como rafinosa, estaquiosa, y verbascosa (Yamaguishi y
col., 2009).

Se ha informado que los taninos inhiben las enzimas digestivas y asi
disminuyen la digestibilidad de ofros nutrientes, especialmente proteinas y
carbohidratos (Reddy y col., 1985). El dcido fitico se une a micronutrientes
esenciales, como el Fe y Zn en las semillas y también forma complejos con
micronutrientes de ofros alimentos durante la digestion intestinal. Estos
complejos de sales de fitato no son absorbidos a fravés de la mucosa
intestinal ocasionando una baja biodisponibilidad de minerales (Phillippy,
2003; Thavarajah y col., 2010). Sin embargo, también parece que el acido
fitico proporciona efectos positivos para la salud con la ingesta optima de

micronutrientes (Konietzny y Greiner, 2003).

Los inhibidores de fripsina reducen la digestion y absorcidon de
proteinas (Norton, 1991). Ademds, los oligosacdridos presentes en las
leguminosas producen flatulencias (H2, CO2 y CHg), dolor abdominal vy
diarrea. La problemdatica digestibilidad de estos azicares en el intestino es
afribuida a una falta de a-galactosidasa, que es esencial para la hidrdlisis
de las uniones 1,6. Yamaguishi y col. (2009) senalan en su estudio que
mediante la fermentacion acido Idctica utilizando cepas seleccionadas de
lactobacilos productores de a-galactosidasa se logré el agotamiento de
estaquiosa y otros azucares después de 18 horas de fermentacion vy la

poblacidn bacteriana aumentd de 2.4 - 107 a 7.0 - 108 UFC/m.

Por todas estas razones, es necesario aplicar ciertos procesos para
eliminar o reducir estos componentes no deseados. Dentro de los

tratamientos aplicados con el propdsito de aumentar la utilizaciéon de las
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leguminosas se incluye una amplia variedad de técnicas de
procesamiento tales como: remojo, hervido, esterilizacion, radiacion,
coccion, microondas, germinacion, fermentacion, suplementos con
diversas sustancias quimicas, enzimas y exirusion. Todas estas técnicas
permiten disminuir estos factores antinutricionales y mejorar su calidad
nutricional (Ferndndez y col., 1997; Alonso y col., 1998; Alonso y col., 2000;
Khattab y Arntfield, 2009).

4.10.1. El guinchoncho (Cajanus cajan)

Las leguminosas son especies ampliamente cultivadas en todo el
mundo cuya importancia dietética y econdmica es globalmente
apreciada y reconocida. Cajanus cajan (L.) Mills es una de las leguminosas
mds importantes cultivadas en Asia y Africa. Ademds, es comercialmente
importante en paises tropicales del este de Africa, el Caribe vy

Latinoamérica.

Las semillas de quinchoncho confienen un 18-20% de proteina en
base seca, consfituida en un 60-70% por globulinas. El perfil de
aminodcidos del quinchoncho es similar al de la soja, presentando niveles
altos de lisina (escaso en cereales) y bajos de metionina y triptéfano. Esta
especie es también rica en carbohidratos, vitaminas del grupo B, y ciertos
minerales, calcio y hierro. La cubierta de la semilla contiene ciertos factores
antinutricionales, como proteasas y polifenoles. Por ofra parte, es de facil
produccidbn en muchas zonas marginales y su cultivo se efectia
normalmente en pequenas parcelas con fines de autoconsumo.

(Amarteifio y col., 2002).
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Ademdas, el quinchoncho (Cajanus cajan) es una leguminosa
considerada de alta calidad nutricional por sus constituyentes quimicos,
aminodcidos y digestibilidad. Constituye una de las cosechas mads
importantes ocupando el quinto lugar dentro de las legumbres comestibles
del mundo. Solamente India contribuye con mds del 90% de la produccion

de quinchoncho del mundo (Duhan, 2002).

Los contenidos de proteina cruda, grasa y ceniza en algunos cultivos
de alto rendimiento varian entre 22,8-25,5, 1,3-2,1 y 2,8-3,59/100g,
respectivamente. En relaciéon a su contenido de azucares solubles totales,
azUcares reductores, azUcares no reductores, almiddn y carbohidratos
totales en diferentes cultivos de quinchoncho, varian entre 6,71-6,92 g, 1,21-
1,28 mg, 5,43-5,71 g, 51,23-51,60 g y 57,4-58,1g/100g sobre materia seca,

respectivamente (Duhan, 2002).

En lineas generales, el quinchoncho estd recibiendo atencion
especial a nivel mundial por su alto rendimiento en grano, adaptacion a
diversas condiciones climdaticas, gran capacidad como fijador de
nifrdbgeno atmosférico, excelente calidad culinariac como grano verde y
por ser también industrializable. En Venezuela, el quinchoncho se
encuentra distribuido en todo el territorio nacional, incluyendo la costa, los
llanos y los Andes, y se cultiva desde el nivel del mar hasta 3000m de altura.
En la actualidad, este cultivo juega un papel importante en el
autoabastecimiento de las familias campesinas del pais y se puede
considerar como una excelente alternativa para enfrentar el hambre que
avanza con el rdpido crecimiento de la poblacidn en los paises en vias de

desarrollo.
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El suministro de una cantidad adecuada de proteina de origen
animal es dificil y costoso. En este senfido una alternativa para mejorar el
estatus nutricional de las personas con bajo poder adquisitivo es
suplementar la dieta con proteinas vegetales tales como leguminosas y
cereales (Amjad y col., 2006). Las legumbres son una fuente de proteina
de bajo costo con caracteristicas deseables tales como abundancia de
hidratos de carbono, capacidad de disminuir los niveles de colesterol en
sangre, elevada cantfidad de fibra, baja en grasa (excepto las semillas

oleaginosas) y concenfracion de acidos grasos poliinsaturados.

Ademdas de aportar vitaminas del complejo B, minerales y fibra, las
legumbres son también importantes fuentes de proteinas y calorias
(Rockland y Nishi, 1979). Las semillas de leguminosas ofrecen ventajas de
costo sobre las proteinas de origen animal en la nutricibn humana,
particularmente en paises donde la proteina animal es costosa y la oferta
es insuficiente (Nestec, 1987). El quinchoncho mds que cualquier otra
leguminosa que se adapte a la regidon es Unico ya que combina un perfil
nufricional optimo, alta folerancia a las presiones ambientales, alta

productividad y nutrientes para el suelo (Achieng, 2007).

4.11. Plasma de bovino

El sacrificio de los animales produce una cantidad considerable de
subproductos de alto valor biolégico. Entre ellos, uno de los mas
importantes es la sangre (Silva, 2003). La sangre animal que se produce
durante el sacrificio es una no suficientemente evaluada fuente de
proteina que tiene muchas posibilidades para ser utilizada en la industria

de alimentos. Las proteinas de la sangre son agregadas como
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emulsificadores, estabilizadores, para clarificar, o como componente
nutricional para aumentar las propiedades de los alimentos, asi como

suplemento de lisina.

Cuando es utilizada en productos que no son para consumo
humano, la sangre es simplemente secada y mezclada con comida. Sin
embargo, soélo una pequena proporcion de la sangre obtenida del
sacrificio de animales es utilizada de esta forma, y la mayoria de ella es
liberada al medio ambiente, lo que ocasiona graves problemas de
contaminaciéon ambiental (Hyun y Shin, 1998). Uno de los desafios que
enfrentan los cientificos de alimentos en este drea es encontrar una
manera de utilizar la sangre fransformdndola en un ingrediente alimentario,
que podria contribuir a mejorar las propiedades funcionales y nutritivas de
los productos industrializados, especialmente los productos cdrnicos,
ademads de reducir la contaminacion ambiental (Silva, 2003; Rodriguez y
col., 2011).

Las proteinas del plasma confienen una mezcla compleja de
proteinas, de las cuales la albumina, globulinas y el fibrindbgeno son las mas
importantes. La albumina y las globulinas son proteinas globulares que
representan alrededor del 60 y 40%, respectivamente, de la proteina
plasmdatica total. El fibrindgeno es una proteina fibrosa que representa
alrededor del 3-4% de las proteinas del plasma de la sangre (Puthnam,
1987). El plasma sanguineo se obtiene por una simple cenfrifugacion de la
sangre completa y no presenta ningun problema relacionado con su color

o sabor (Ockerman y Hansen, 2000).

De manera general, las proteinas del plasma sanguineo se han

usado de manera generalizada debido a sus propiedades nutricionales y
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funcionales (Tybor y Dill, 1975; Mdrquez y col., 1997; Viviane y col., 2003; Del
Hoyo y col., 2008; Herrero y col., 2009; Rodriguez y col., 2010). Por otro lado,
la literatura aporta varias aplicaciones del plasma en alimentos. El plasma
se ha incorporado a varios productos tales como galletas, pasta,
productos cdrnicos, fiims a base de proteinas, medios de cultivo para
lactobacilos (Barboza y col., 1997; Yousif y col., 2003; Viana y col., 2005;
Benitez y col., 2008; Rodriguez y col., 2011; Salgado y col., 2011). Otros
autores han investigado el uso del plasma como sustituto de la clara de
huevo en la preparacion de tortas, sopas y como fortificante de panes
(Viviane y col., 2003; Ddvila y col., 2007; Del Hoyo y col., 2008).

La evaluacion de la capacidad de las proteinas del plasma de
formar o estabilizar emulsiones es altamente importante desde el punto de
vista industrial dado que la elaboracion de diversos productos como
mayonesa, patés o salchichas involucra un proceso de emulsificacion (Silva
y Silvestre, 2003). Una de sus principales capacidades funcionales es
producir y estabilizar espumas, asi como la formacién geles por efecto del
calor (Pares y col., 1998; Cofrades y col., 2000; Pietrasik y col., 2007). Esta
propiedad es muy interesante debido a que muchos productos
alimenticios, como los productos cdrnicos cocidos, pasan por un
tratamiento térmico antes de ser comercializados. Bajo condiciones
apropiadas se forma una red tridimensional que contribuye al desarrollo de
la estructura inferna en los alimentos, y suponiendo una textura deseable y

una mejora de la capacidad de retencion de agua (Hermansson, 1982).

60



Desarrollo de alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos tradicionales — Yasmina Barboza

5. Material y métodos
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5.1. Material y métodos empleados en el desarrollo de un alimento
funcional potencial preparado con quinchoncho (Cajanus cajan), avena y
Lactobacillus reuteri ATCC 55730

5.1.1. Diseno experimental y formulaciones

Se desarrollaron una serie de formulaciones para determinar la
factibilidad de utilizar un cultivo de L. reuteri como ingrediente funcional en
la preparacion de productos tipo crema para untar a base de
quinchoncho y avena. Se prepararon un total de 432 muestras (72 de cada
formula preparadas cada 15 dias durante 3 meses). En este estudio se
formularon 4 unidades de andlisis o formulaciones (A, B, C, D); la
formulaciéon A fue elaborado con 40% de quinchoncho, 20% de hojuela de
avena y Lactobacillus reuteri; la formula B se elabord con un 60% de
quinchoncho vy L. reuteri; la C fue elaborada con 60°% de avena y L. reuteri
y la D (control) se elabord utilizando los mismos porcentajes de la formula A
pero sin la incorporacion de L. reuteri. El resto de los ingredientes, crema de
ajonjoli (8%), azucar (1%), sal (1%) y agua (30%) fueron agregados en igual

proporcion a todas las formulas (Tabla 2).
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Tabla 2. Ingredientes utilizados para formular las cremas (g/100 g)

Ingredientes Formulaciones

A B C D
Quinchoncho 40 60 - 40
Avena 20 - 60 20
Crema de ajonjoli 8 8 8 8
Azucar 1 1 1 1

Sal 1 1 1 1
Agua 30 30 30 30

Lactabacillus reuteri 1 1 1 -

5.1.2. Obtencion de la materia prima

El guinchoncho (Cajanus cajan L. Millsp) variedad Tdchira fue
suministrado por el Laboratorio de Genética de Ia Facultad de Agronomia
de la Universidad del Zulia, Venezuelaq, el cual es cultivado en la granja Ana
Maria Campos perteneciente a dicha Facultad. Las semillas fueron
transportadas al laboratorio en bolsas herméticas de polietileno vy
colocadas en un lugar seco a temperatura ambiente antes de utilizarlas.
La avena en hojuelas fue comprada en un supermercado de la localidad y
la cepa de L. reuteri fue suministrada por el Laboratorio Biogaia Biologics,
INC USA.
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5.1.3. Elaboracion de las distintas formulaciones

Los productos fueron elaborados utilizando los siguientes

procedimientos:

El quinchoncho se selecciona, pesa, lava y mantiene en remojo en
un periodo de 12 h antes de ser procesado y cocinado. La cantidad de
agua para el remojo fue tres veces el peso de las semillas. Las semillas se
cocinaron hasta que estuvieron suaves. Para obtener los productos finales,
los ingredientes de cada férmula fueron mezclados durante 5 minutos en

un procesador de alimentos (OSTER™).

Las mezclas fueron separadas en porciones de 130g y depositadas
en recipientes de vidrio cerrados identificados con el tfratamiento
correspondiente. Estos fueron posteriormente colocados en autoclave a
121°C durante 15 min. Las formulas A, B y C fueron inoculadas con la
suspension  bacteriana (ver condiciones de cultivo) y dejadas a
temperatura ambiente durante 6 horas para favorecer su crecimiento

antes de ser refrigeradas a 4°C durante 1, 7, 14, 21 y 28 dias.

5.1.4. Condiciones del cultivo

Como hemos mencionado, el microorganismo utilizado en este
estudio ha sido la cepa de Lactobacillus reuteri SD2112 ATCC 55730
suministrada por Biogaia Biologics INC USA. La cepa se mantuvo
refrigerada a 4°C. Para propagarla se inoculd en caldo MRS (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, UK) y se incubd durante 18-24 horas a 37°C en
condiciones microaerofilicas en jarra de anaerobiosis (Gas Pak, Oxoid) con

10% CO», para luego sembrarla en agar MRS y contrastar su pureza. Las
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colonias aisladas fueron precultivadas dos veces en caldo durante
aproximadamente 12 h a 37°C. Posteriormente se centrifugaron (5000 x g,
10 min. a 4°C) y se lavaron 2 veces con solucion fisiologica estéril. La
suspension bacteriana fue entonces utilizada para inocular las cremas en
un 1% (v/v). La concentracion microbiana inicial fue aproximadamente de

7 log ufc/ml.

5.1.5. Determinacion de L. reuteri

La viabilidad de L. reuteri fue determinada durante el periodo de
almacenamiento (1, 7, 14, 21 y 28 dias). Para ello, once gramos de cada
muestra fueron pesados asépticamente en jarra estéril. Las muestras fueron
homogeneizadas 2 minutos después de la adicion de 99ml de agua
peptonada al 0,1% (Oxoid). Del homogeneizado se prepararon las
siguientes diluciones seriadas con el mismo diluyente. Alicuotas de cada
dilucion se sembraron por duplicado en agar MRS e incubadas a 37°C
durante 48 h en las condiciones mencionadas anteriormente. Se realizé el
recuento colonias (ufc/g) y los resultados fueron expresados como log

ufc/g.
5.1.6. Andlisis fisico-quimicos
Se determind por triplicado el contenido de proteinas, grasa, fibra,

humedad y cenizas del producto final de acuerdo a los métodos
establecidos por la AOAC (2000).
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5.1.6.1. Proteinas

Fundamento: La determinacion de proteinas se realizd por el Método
Macro de Kjeldahl de la Association of Official Analytical Chemist (AOAC,
2000). Este método se fundamenta en la oxidacion de la materia orgdnica
por accion del acido sulfurico (H2SO4) concentrado, el cual digiere la

materia convirtiéndola en didxido de carbono (CO2) y agua (H20).

Método analitico: Se pesd 1g de muestra de cada formulacion y se
colocd en un baldn de digestion de Kjeldahl; se adicionaron 10 g de
mezcla catalizadora, 25 ml de HSO4 concentrado y perlas de vidrio (para
evitar la excesiva formacion de espuma). Posteriormente se colocd el
baldn en posicidon inclinada en el digestor eléctrico, ubicado en la
campana de gases del laboratorio; se aumentd la temperatura al maximo
(450°C) y se mantuvo en ebullicion; el baldn se rotaba cada media hora

hasta que la solucién se aclaraba presentando un color azul fransparente.

La digestion de la muestra fuvo una duracion de, aproximadamente,
5 horas y se dejd enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
trasvasd a un balén de 100 ml aforado con agua destilada. A continuacion
se tomaron 10 ml de la solucién digerida, la cual fue destilada con 9'5 ml
de tiosulfato de sodio, hasta recoger aproximadamente 50ml en un matraz
Erlenmeyer previamente preparado con 5 ml de dcido bdrico y 5 gotas de
indicador mixto. Por Ultimo se procedid a titular la muestra con HCI 0'02N
hasta obtener una coloraciéon violeta; de esta forma se contabilizaba la
cantidad de HCI utilizado. Finalmente se calcularon los porcentajes de
nitrdgeno y proteinas fotales con un factor de 6'25 aplicando la formula

correspondiente:
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Cdlculos:

ml de HCIx N’ x Ex FC
% N = x 100
Peso muestra (Q)

donde:

% N: Porcentaje de nifrdbgeno

ml: ml de HCI 0.02 N empleados en fitular la muestra.
N: Normalidad del acido clorhidrico (0.02 N)

E: Peso equivalente del nitrdgeno (14)

Fc: Factor de correccion del HCI

Conversion a proteina cruda (PC): % PC = N x 6'25.

5.1.6.2. Grasas

Fundamento: Las grasas se determinaron mediante el método de
extracto etéreo descrito por la AOAC (2000), cuyo fundamento se basa en
extraer la grasa con éter y proceder a evaporarlo confinuamente. El éter,
al pasar a través de la muestra, exfrae los materiales solubles. El exfracto se
deposita en un recipiente y al completarse el proceso se recupera en un
rotavapor y se recolecta en un nuevo recipiente. La grasa cruda que

queda, se secay se pesa.

Método analitico: Se pesaron 30g de la muestra en una cdpsula
previamente secada y pesada, la cual fue llevada a la estufa (Lab-line
instruments INC Modelo No 3516M) a una temperatura de 95-105°C;
seguidamente se pesaron 4g de la muestra desecada y se colocaron en
un dedal de extraccién. Posteriormente se llevd a la cdmara de extraccion
del aparato de Soxhlet. Independientemente, se infrodujeron 120 ml de
éter de petrdleo en un baldn de destilacion, calentdndose a una
temperatura de 60-70°C durante varias horas hasta lograr que la muestra

se agotara. Se retird el baldn y se conectd a un destilador corriente hasta
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evaporar la mayor parte del solvente; seguidamente se llevé a la estufa a
100°C evaporando hasta sequedad. Finalmente se dejo enfriar el baldn en
un desecador, se pesd y se calculd el porcentaje de grasa cruda en la

muestra por diferencia.

EE x 100
% Grasa total =
a x %MS
donde:

EE= Peso del extracto etéreo
a= Gramos de |la muestra
%MS= Porcentaje de materia seca

5.1.6.3. Determinacion de fibra cruda

Fundamento: La determinacion de fibra cruda se realizd utilizando la
Digestiéon Acida y Alcalina (AOAC, 2000), cuyo fundamento consiste en
obtener una muestra libre de humedad y grasa que se digiere primero con
una solucion de dacido débil y luego con una solucion de base débil. Los
residuos orgdnicos restantes se recogen en un crisol de filtro. La pérdida de
peso después de quemar la muestra es la que se denomina muestra cruda.
Para esta técnica se utilizaron los siguientes reactivos: Solucion de dcido
sulfurico 0'255 N, Solucidn de hidroxido de sodio 0'313 N, Alcohol etilico, 2-

octanol.

Método analitico: Se tomaron 3-4g de la muestra y se llevaron a un
embudo de filiracion. Posteriormente, se lavaron con éter de petfrdleo con
el fin de desengrasarla por completo. A contfinuacion se dejé desecar la
muestra en la estufa. La muestra fue colocada en un matraz Erlenmeyer de
600 ml y se le adicionaron 150 ml de solucion de HSO4 0,255N. La muestra
se dejo digerir 30 minutos. Seguidamente se retird el Elenmeyer para luego

filtrar al vacio la solucidn, a través de un crisol de Gooch. Posteriormente se
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transfirid el material proveniente de la filfracion dcida sobre el crisol de
filfracion. Seguidamente, el Eflenmeyer con el residuo se lavo con 150 ml
de NaOH 0,313N para continuar la digestion alcalina; a continuaciéon se
llevd al sistema de calentamiento durante 30 minutos vy se filtrd al vacié a
través del crisol de Gooch. Posteriormente se lavo el Erlenmeyer y el residuo
con agua caliente y 15 ml de alcohol etilico al 95% de concentracion. El
crisol fue llevado a la estufa a 110°C durante 4h y luego a la mufla
(Lindberg, SIB.59344) durante una hora a 600°C. Finalmente se dejé enfriar
en un desecador, se pesd y por Ultimo se calculd por diferencia el peso de

fibra cruda contenida en la muestra.

Peso de la muestra incinerada

%FC=
Peso de la muestra hUmeda

donde %FC= Porcentaje de fibra cruda

5.1.6.4. Humedad

Fundamento: La humedad fue determinada por medio del Método
Gravimétrico Directo (AOAC, 2000). Este método se fundamenta en la
evaporacion del agua de una muestra de peso conocido, para luego
pesar el residuo. Se realizdé por desecacion en estufa (LAb-line instruments
INC modelo No 3516M) a presion normal y una temperatura de

aproximadamente 100°C, para luego pesar el residuo seco remanente.

Método analitico: Se pesaron 5g de muestra en un crisol y se llevd a
la estufa a 100£10°C, durante 4 horas. Posteriormente se procedid a
colocar la muestra en un desecador, y se pesd en una balanza analitica
(Modelo Mettler H80) hasta obtener peso constante. Finalmente se calculd

el porcentaje total de la muestra mediante la siguiente ecuacion:
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Peso de la muestra (Q)
% MS = x 100
Peso de la muestra seca (g)

% Humedad = 100 - % MS

donde %MS = el porcentaje de materia seca o sdlidos totales.

5.1.6.5. Cenizas

Fundamento: La determinaciéon de las cenizas se realizdé por medio
del método gravimétrico en mufla (AOAC, 2000), cuyo fundamento se
basa en la accion directa del calor, carbonizando primero o incinerando
después los componentes orgdnicos que integran los alimentos, quedando
sin destruir las sustancias minerales o cenizas. Para ello se necesitd el

perclorato de potasio u otro tipo de agente desecante.

Método analitico: Se pesaron 3g de la muestra en un crisol con tapa
previamente tarado y colocada sobre una plancha de calentamiento
entre 20 y 40°C, hasta que se carbonizara la muestra. Posteriormente el
crisol de la muestra carbonizada se llevd de nuevo a la mufla a una
temperatura de 500°C durante 5 horas hasta obtener cenizas libres de
carbon. Finalmente el crisol se dejo enfriar y fue pesado nuevamente (en
una balanza digital). Por diferencia de peso, se obtuvo la proporcion de

ceniza de la muestra.

5.1.6.6. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos disponible se determind por

diferencia, de la siguiente manera:
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100-(% de grasa + % proteina + Bhumedad + %cenizas)

5.1.6.7. Energia metabdlica

Para la energia metabdlica se utilizd el método empirico propuesto
por Livesey (1995). Se multiplico el porcentaje de carbohidratos y proteinas
por 4'0 Kcal, y el porcentaje de grasa por 9 Kcal. La suma se multiplicd por

el factor 0'9 para considerar la energia perdida en las heces.

5.1.6.8. Determinacion del pH

Los valores de pH fueron determinados a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias
utilizando un potencidmetro (Orion modelo 410A), calibrado con

soluciones buffer suministradas por el mismo proveedor comercial.

5.1.7. Evaluaciéon sensorial

En la evaluacion sensorial participd un grupo de 115 panelistas no
enfrenados voluntarios pertenecientes a la Escuela de Nutricion y Dietética
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia, constituido por
personal docente, administrativo y estudiantes. Para dicha evaluacion se
utilizd la escala heddnica no estructurada de nueve puntos (1= me gusta
mucho y 9= me disgusta mucho), donde se midi¢ el “Nivel de Agrado” de
los productos. Las caracteristicas organolépticas incluidas en esta

evaluacion fueron: color, sabor y textura.

Los productos fueron ofrecidos a los panelistas ubicados en puestos
divididos en una bandeja de anime, con cuafro envases idénticos

codificados con tres digitos al azar los cuales contenian aproximadamente
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20g de cada crema y los respectivos instrumentos necesarios para la
degustacion (servilletas, cuchillos, galletas de soda sin sal, vaso con agua).
Los productos fueron ofrecidos los miércoles de cada semana en un
horario comprendido de 3:.00pm - 4:.00o0m. Antes de llevar a cabo la
evaluacion sensorial se les indicaban las instrucciones generales a los
panelistas con la finalidad de facilitarles el trabajo. Se suministré agua con
el fin de enjuagar el paladar entre cada muestra. Los datos fueron

recogidos en el instrumento disenado para tal fin.

5.1.8. Andlisis estadistico

Para las variables fisico-quimicas y microbioldgicas el diseno
experimental aplicado fue Bloques al Azar, en el cual se espera que las
comparaciones entre las formulaciones sean las mismas en los bloques
elegidos aleatoriomente con los usados en el experimento o estudio. Se
aplicd andlisis de varianza (ANOVA) con el procedimiento PROC-GLM del
SAS (1997).

Cuando los efectos resultaron ser significativos (P< 0,05) se utilizo la
prueba de Tukey para la comparacion de medias enfre tratamientos. Para
el andlisis estadistico de los resultados de la evaluacion sensorial se utilizé la
Prueba no Paramétrica de Kruskall — Wallis, prueba utilizada para medir las
diferencias de variabilidad entre las cuatro formulaciones realizadas en

cada uno de los aspectos a evaluar (color, sabor y textura).
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5.2. Material y métodos empleados en la formulacion y evaluacion de
panquecas de maiz preparadas con proteina plasmatica de bovino y maiz

tierno (Estudio 2)

5.2.1. Diseno experimental y formulaciones

La investigacion se realizé en dos fases. Durante la primera fase, se
desarrollaron una serie de formulaciones para determinar la factibilidad de
ufilizar proteina plasmatica de bovino como ingrediente fortificante en la
formulacién de un producto con maiz tierno tipo panqueca y seleccionar
aquella que permitiese agregar la mayor cantidad de plasma sin afectar el

manejo tecnoldgico de la mezcla para obtener el producto.

La pangueca de maiz es un producto fradicional muy popular de
Venezuela, elaborado a base de maiz tierno molido, agua, azicar y sal. Se
trata por calor a la plancha y se sirve con queso. Partiendo de este tipo de
producto, en este estudio se formularon 6 unidades de andlisis o
formulaciones (A, B, C, D, E y F). La formulacién A (control) fue elaborada
con un 53,5% de maiz tierno sin agregado plasmatico; la formulacion B se
realizd con un 65,5% de maiz tierno y un 30% de plasma; la formulacion C
tuvo un 58,5% de maiz tierno y un 35% de plasma; la formulacion D, con un
53,5% de maiz tierno y un 40% de plasma; la formulacién E contenia un
48,5% de maiz tierno y un 45% de plasma. Por Ultimo, la formulacion F se
realizd con un 43,5% de maiz tierno y un 50% de plasma. El resto de los

ingredientes (azUcar, sal) fueron iguales para todas las formulaciones.
Durante la segunda fase, la formulacion seleccionada fue la D ya

que fue la que permitid la mayor adicion de plasma (40%) sin afectar el

manejo tecnoldgico de la mezcla para obtener el producto.
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5.2.2. Obtencion de la materia prima

La sangre de bovino fue obtenida de un matadero de la localidad
(MASINCA Co) y fue recolectada en envases pldasticos limpios que
contenian 100 ml de una solucién de citrato de sodio al 2% p/v por cada
litro de sangre. Posteriormente fue transportada al Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo en Nutricion (LIDN), bajo condiciones de
refrigeracion (5°C), donde fue inmediatamente separada en sus fracciones
plasma y paguete globular mediante centrifugacion a 2500 x g durante 30

minutos en una cenftrifuga (International™ K N° 69984M23).

El maiz tierno (jojoto) fue adquirido en un supermercado de la
localidad. Posteriormente fue deshojado y desgranado utilizando un
cuchillo de acero inoxidable y colocado en conservadores pldsticos

tapados.

5.2.3. Proceso de elaboraciéon

Los ingredientes utilizados en la preparacion de las formulaciones A 'y
D se muestran en la Tabla 3. El maiz tierno fue desgranado y mezclado en
una licuadora industrial (Electromaster™) durante 1 min. A confinuacion se
agregaron los demds ingredientes y se continué mezclando durante 1 min.
La mezcla fue separada en porciones de 100g y sometida a coccién
durante 1 min, por cada lado, utilizando una sartén. El producto fue
pesado antes y después de la coccidon para medir su rendimiento vy

colocado en bolsas pldsticas individuales.
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Tabla 3. Formulacion del tratamiento control y del producto a base de maiz

tierno y proteina plasmatica

Ingredientes Formulacion
A (%)* D (%)*
Maiz Tierno (jojoto) 53,5 53,5
Agua 40 i,
Plasma - 40
Azucar 6 6
Sal 0,5 0,5

* A: Control; D: Producto formulado con proteina plasmdtica

5.2.4. Rendimiento

El rendimiento de las panquecas de maiz fue determinado
pesando seis unidades de cada lote y calculando el peso por diferencia
de las panquecas antes y después de cocidas de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

Peso cocido
Rendimiento (%) = x 100
Peso crudo

5.2.5. Andlisis fisico-quimicos

Se determind por triplicado el contenido de proteinas, grasa, fibra,
humedad y cenizas del producto final de acuerdo a los métodos
establecidos por la AOAC (2000).
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5.2.5.1. Proteinas

Fundamento: La determinacion de proteinas se realizd por el Método
Macro de Kjeldahl (AOAC, 2000). Este método se fundamenta en la
oxidacion de la materia orgdnica por accion del acido sulfurico (H2SO4)
concenfrado, el cual digiere la materia convirtiéndola en didxido de

carbono (CO2) y agua (H20).

Método analitico: Se pesd 1g de muestra de cada formulacion y se
colocd en un baldn de digestion de Kjeldahl; se adicionaron 10 g de
mezcla catalizadora, 25 ml de H.SO4 concentrado vy perlas de vidrio (para
evitar la excesiva formacion de espuma). Posteriormente se colocd el
baldn en posicidon inclinada en el digestor eléctrico, ubicado en la
campana de gases del laboratorio; se aumentd la temperatura al maximo
(450°C) y se mantuvo en ebullicion; el baldn se rotaba cada media hora

hasta que la solucién se aclaraba presentando un color azul fransparente.

La digestion de la muestra fuvo una duracion de, aproximadamente,
5 horas y se dejd enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se
trasvasd a un balén de 100 ml aforado con agua destilada. A continuacion
se tomaron 10 ml de la solucién digerida, la cual fue destilada con 9'5 ml
de tiosulfato de sodio, hasta recoger aproximadamente 50ml en un matraz
Erlenmeyer previaomente preparado con 5 ml de dcido bdrico y 5 gotas de
indicador mixto. Por Ultimo se procedid a titular la muestra con HCI 0'02N
hasta obtener una coloracion violeta; de esta forma se contabilizaba la
cantidad de HCI utilizado. Finalmente se calcularon los porcentajes de
nitrdgeno y proteinas fotales con un factor de 6'25 aplicando la formula

correspondiente:

76



Desarrollo de alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos tradicionales — Yasmina Barboza

Cdlculos:

ml de HCIx N’ x Ex FC
% N = x 100
Peso muestra (Q)

donde:

% N: Porcentaje de nifrdbgeno

ml: ml de HCI 0,02 N empleados en fitular la muestra.
N: Normalidad del acido clorhidrico (0,02 N)

E: Peso equivalente del nitrdgeno (14)

Fc: Factor de correccion del HCI

Conversion a proteina cruda (PC): % PC = N x 6'25.

5.2.5.2. Grasas

Fundamento: Las grasas se determinaron mediante el método de
extracto etéreo descrito por la AOAC (2000), cuyo fundamento se basa en
extraer la grasa con éter y proceder a evaporarlo continuamente. El éter,
al pasar a través de la muestra, extrae los materiales solubles. El extracto se
deposita en un recipiente y al completarse el proceso se recupera en un
rotavapor y se recolecta en un nuevo recipiente. La grasa cruda que

queda, se seca y se pesa.

Método andlitico: Se pesaron 30g de la muestra en una cdpsula
previamente secada y pesada, la cual fue llevada a la estufa (Lab-line
instruments INC Modelo No 3516M) a una temperatura de 95-105°C;
seguidamente se pesaron 4g de la muestra desecada y se colocaron en
un dedal de extraccién. Posteriormente se llevd a la cdmara de exfraccion
del aparato de Soxhlet. Independientemente, se infrodujeron 120 ml de
éter de petrdleo en un baldn de destilacion, calentdndose a una

temperatura de 60-70°C durante varias horas hasta lograr que la muestra
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se agotara. Se retird el baldén y se conectd a un destilador corriente hasta
evaporar la mayor parte del solvente; seguidamente se llevé a la estufa a
100°C evaporando hasta sequedad. Finalmente se dejo enfriar el baldn en
un desecador, se pesd y se calculd el porcentaje de grasa cruda en la

muestra por diferencia.

EE x 100
% Grasa total =——— donde
a X %BMS

EE= Peso del extracto etéreo
a= Gramos de |la muestra
%MS= Porcentaje de materia seca

5.2.5.3. Determinacion de fibra cruda

Fundamento: La determinacion de fibra cruda se realizé utilizando la
Digestion Acida y Alcalina (AOAC, 2000), cuyo fundamento es obtener una
muestra libre de humedad y grasa que se digiere primero con una solucion
de dcido débil y luego con una solucion de base débil. Los residuos
orgdnicos restantes se recogen en un crisol de filtro. La pérdida de peso
después de quemar la muestra es la que se denomina muestra cruda. Para
esta técnica se utilizaron los siguientes reactivos: Solucion de acido sulfurico
0255 N, Solucién de hidroxido de sodio 0'313 N, Alcohol etilico, 2-octanol.

Método andalitico: Se tomaron 3-4g de la muestra y se llevaron a un
embudo de filtracién. Posteriormente, se lavaron con éter de petréleo con
el fin de desengrasarla por completo. A continuaciéon se dejé desecar la
muestra en la estufa. La muestra fue colocada en un matraz Erlenmeyer de
600 ml y se le adicionaron 150 ml de solucion de HSO4 0'255N. [a muestra se
dejoé digerir 30 minutos. Seguidamente se retird el Erlenmeyer para luego

filtrar al vacio la solucion, a fravés de un crisol de Gooch.
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A continuacién, se transfirid el material proveniente de la filtracion
dcida sobre el crisol de filtfracion. Seguidamente, el Erlenmeyer con el
residuo se lavdé con 150 ml de NaOH 0'313N para continuar la digestion
alcalina; a continuacion se llevo al sistema de calentamiento durante 30
minutos y se filtrd al vacié a través del crisol de Gooch. Posteriormente se
lavo el Erlenmeyer y el residuo con agua caliente y 15 ml de alcohol etfilico
al 95% de concentracion. El crisol fue llevado a la estufa a 110°C durante
4h y posteriormente a la mufla durante una hora a 600°C. Finalmente se
dej6 enfriar en un desecador, se pesd y por Ultimo se calculd por diferencia

el peso de fibra cruda contenida en la muestra.

Peso de la muestra incinerada

%FC=
Peso de la muestra hUmeda

donde %FC= Porcentaje de fibra cruda

5.2.5.4. Humedad

Fundamento: La humedad fue determinada por medio del Método
Gravimétrico Directo (AOAC, 2000); este método se fundamenta en la
evaporacion del agua de una muestra de peso conocido, para luego
pesar el residuo. Se realizd por desecacion en estufa a presion normal y
una temperatura de aproximadamente 100°C, para luego pesar el residuo

seco remanente.
Método analitico: Se pesaron 5g de muestra en un crisol y se llevd a

la estufa a 100£10°C, durante 4 horas. Posteriormente se procedid a

colocar la muestra en un desecador. Después se pesd en una balanza
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analitica hasta obtener peso constante; y finalmente se calculd el

porcentaje total de la muestra, mediante la siguiente ecuacion:

Peso de la muestra ()
% MS = x 100
Peso de la muestra seca (g)

% Humedad = 100 - % MS

donde %MS = el porcentaje de materia seca o sélidos totales.

5.2.5.5. Cenizas

Fundamento: La determinacion de las cenizas se realizd por medio
del método gravimétrico en mufla (AOAC, 2000), cuyo fundamento se
basa en la accion directa del calor, carbonizando primero o incinerando
después los componentes orgdnicos que integran los alimentos, quedando
sin destruir las sustancias minerales o cenizas. Para ello se necesitd el

perclorato de potasio u otro tipo de agente desecante.

Método analitico: Se pesaron 3g de la muestra en un crisol con tapa
previamente tarado y colocada sobre una plancha de calentamiento
entre 20 y 40°C, hasta que se carbonizara la muestra. Posteriormente el
crisol de la muestra carbonizada se llevd de nuevo a la mufla a una
temperatura de 500°C durante 5 horas hasta obtener cenizas libres de
carboén. Finalmente el crisol se dejo enfriar y fue pesado nuevamente (en
una balanza digital). Por diferencia de peso, se obtuvo la proporcion de

ceniza de la muestra.
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5.2.5.6. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos disponible se determind por

diferencia, de la siguiente manera:

100-(% de grasa + % proteina + Bhumedad + %cenizas)

5.2.5.7. Energia metabdlica

Para la energia metabdlica se utilizd el método empirico propuesto
por Livesey (1995). Se multiplico el porcentaje de carbohidratos y proteinas
por 4,0 Kcal, y el porcentaje de grasa por ? Kcal. La suma se multiplicé por

el factor 0'9 para considerar la energia perdida en las heces.

5.2.5.8. Determinacion de aminodcidos

Para la determinacion de aminodcidos la muestra fue hidrolizada a
120°C durante 4 horas con HCI éN. Los aminodcidos se determinaron por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para lo cual se ufilizd un

cromatografo Shimadzu, modelo LC-6A.

Previo al andlisis cromatografico las muestras fueron sometidas a
un proceso de hidrdlisis dcida mediante el siguiente procedimiento: En
tubos de hidrdlisis guimicamente limpios, se pesaron 0'25g de cada una de
las arepas (proteica y control) para el andlisis de aminas primarias y 0'75 g
para la determinacion de prolina e hidroxiprolina. Se le agregaron 20 ml y
30 ml de HCI 6N, respectivamente, y se mezclaron. El oxigeno de cada
tubo fue desplazado mediante la utilizacion de nitrbgeno gaseoso por

espacio de dos minutos; se cerraron herméticamente y finalmente fueron
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llevados a una estufa con temperatura de 12°C durante 22 horas, para que

se produjera la hidrdlisis total de las proteinas.

Una vez transcurrido el fiempo de hidrdlisis, cada muestra fue
trasvasada a un recipiente de 100 ml de capacidad, y se le agregaron 20
ml (aminas primarias) y 30 ml (prolina e hidroxiprolina) de NaOH 6'0 N. Se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y se les ajustd el pH hasta 2'2.
Posteriormente, cada muestra fue filfrada mediante |a utilizacion de papel
de filtro Whatman n°1. El filtrado fue recogido en un balén volumétrico de
100 ml de capacidad y aforado con una solucidn tampdn de citrato
0'050M, pH 272. Cada muestra se filtrd6 nuevamente mediante un filtro
Milipore de 022 um de didmetro del poro y el filtrado se recogié en

recipientes de polietileno con tapa, quimicamente limpios.

Como patron de referencia para la determinacion de aminas
primarias se utilizd una mezcla de estdndares preparados a partir de una
solucidon madre comercial (Sigma Lab). La concentracion final de cada
aminodcido en el estdndar fue de 50 nmol/l. para la determinaciéon de
prolina e hidroxiprolina se utilizd un estdndar conteniendo estos dos
aminodcidos a una concentraciéon de 40 nmol/l. Tanto los hidrolizados
como los estdndares fueron congelados a -18°C, hasta su posterior andlisis
por HPLC.

5.2.6. Determinaciones microbioldgicas

Para determinar el periodo de vida Util microbioldgica del producto,
se homogeneizaron 11g de cada una de las muestras durante 2 min
después de la adicion de 99ml de agua peptonada al 0'1%. A partir de

estos homogeneizados se hicieron diluciones seriadas. A partir de dichas

82



Desarrollo de alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos tradicionales — Yasmina Barboza

diluciones, se realizaron las siembras por duplicado. Se usd la técnica
Petriflm 3M (St. Paul, Minn.) para el recuento de aerobios mesdfilos,
coliformes, E. coli, y hongos y levaduras. El procedimiento es el descrito por
Medina y Jordano (2012).

5.2.7. Pruebas biologicas

La calidad proteica del producto a base de maiz tierno y proteina
plasmdtica de bovino, se determind utilizando el indice de Eficiencia
Proteica (PER) y la Digestibilidad Aparente (DA), siguiendo la metodologia
propuesta por la AOAC (2000). Para ello se utilizaron 20 ratas machos de la
raza Sprague Dawley recién destetadas, las cuales fueron divididas en 2
grupos de 10 animales y colocadas en jaulas individuales galvanizadas con
piso de malla, bajo las mismas condiciones ambientales de temperaturag,
aire e iluminacioén (12 horas luz / 12 horas oscuridad). Antes de iniciar la
investigacion las ratas fueron sometidas a un periodo de aclimatacion de 3
dias. Un grupo fue alimentado con una dieta confrol, a base de caseina, y
el otro grupo fue alimentado con la dieta experimental a base de maiz

tierno y proteina plasmatica, con 10% de proteina.

La dieta y el agua fueron proporcionadas ad libitum, controlando @
diario la cantidad del alimento consumido, asi como el peso de las ratas,
peso de las heces y la cantidad en gramos de heces excretadas. Al
alimento consumido y a las heces se les determind el contenido de
nitrdbgeno por el método de Kjeldahl (AOAC, 2000). Los valores de
nitrdgeno obtenidos fueron convertidos en su equivalente a proteina (N x
6'25).
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La digestibilidad aparente se realizd durante los primeros diez dias de

la investigacion, mientras que el PER se midié a los 28 dias del ensayo.

5.2.8. Evaluacion sensorial

Para evaluar el nivel de agrado de las formulaciones A y D se
empled como panel de degustacion no enfrenado una poblaciéon infantil
seleccionada al azar constituida por 215 ninos de ambos sexos con edades
comprendidas entre 10 y 14 anos, provenientes del quinto y sexto grado de
los turnos de la manana y de la tarde de una escuela de la localidad. Los

atributos sensoriales evaluados fueron "color" y "sabor".

Para ello, los productos fueron ofrecidos a 1os ninos a una
temperatura cdlida, en envases pldsticos blancos idénticos, en porcidon de
50g por nino. El producto fue suministrado una vez por dia durante los
cinco dias de la semana a las 9:00 AM y 3:00 PM a cada seccion del quinto
y del sexto grado de ambos turnos. Para la degustacion del producto, a
cada nino se le orientd para que expresara su opinidon en relacion al color y
sabor del mismo, recolectdndose los datos en un instrumento disenado
adecuadamente para tal fin. La escala para la evaluacion del producto

fue:

- Me gusta mucho
- Me gusta

- Me es indiferente
- Me gusta poco

- No me gusta.
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Los resultados fueron expresados como porcentaje de

aceptabilidad.

5.2.9. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizéd utilizando
un Modelo Mixto que incluyd el efecto fijo de tratamiento y el efecto
aleatorio de la muestra no confrolada en el experimento sobre las
observaciones. Las diferencias entre medias fueron realizadas con prueba t
de student. Para los andlisis se utilizd el Procedimiento Mixeal del programa
SAS PROC GLM.
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6. Resultados y Discusion
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6.1. Resultados y discusion relativos al desarrollo de un alimento funcional
potencial preparado con quinchoncho (Cajanus cajan), avena y
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 (Estudio 1)

6.1.1. Composicion quimica

Tabla 4. Composicion quimica (g/100 g) de las diferentes cremas a base

de quinchoncho y avena

Variables Formulaciones*
A B C D

Humedad 61,63+1,02 61,18+0,85 61,00+0,98 61,63+1,84
Proteinas 7,60+0,28°  8,19+0,21c 4,26 £0,25¢ 7,58 £ 0,220
Grasa 8,060,700  7,65£0,65° 9,38+0,65¢ 8,07 £0,59
Carbohidratos 21,24 +0,60c 21,64+0,83c 23,94+0,70°0 21,39+0,69¢
Fibra 2,12+0,35° 2,86+0,31@ 2,26+0,32> 2,14+0,30P
Cenizas 1,44 +0,31 1,44+0,24 1,42 0,19 1,43+0,32

Calorias totales 185,62+ 4,74 181,55+5,539 197,04+ 28  188,51+4,36¢

a. b ¢ Medias con diferentes superindice dentro de una misma fila difieren
significativamente (P<0,05)

* A: Avena y quinchoncho; B: Quinchoncho; C: Avena; D (Control) Avena y quinchoncho
S/ L, reuteri
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La Tabla 4 muestra los valores promedios de humedad, proteinag,
grasa, carbohidratos disponibles, fibra, cenizas y calorias de las diferentes
formulaciones. Como era previsible, los resultados de este estudio muestran
diferencias significativas (P< 0,05) en el contenido proteico de Ias
formulaciones. El producto formulado con quinchoncho resultd con mayor
contenido de proteina 8,19 + 0,21 (B) que el producto formulado con
avena con un valor de 4,26 + 0,25 (C) (P< 0,05), mientras que los
tratamientos preparados con quinchoncho y avena presentaron valores
intermedios (7,60 + 0,28 para la Ay 7,58 + 0,20 para la D). Estos resultados
pueden deberse a que el fratamiento B fue preparado con mayor
proporcidon de quinchoncho y en la formulaciéon A el 20 % del quinchoncho
fue sustituido por avena, mientras que en C sélo hay avena cuyo

contenido proteico (2,6%) es menor.

La calidad de la proteina depende de la relacion entre la cantidad y
la calidad de los aminodcidos que la componen; de esta manera la
combinacion de cereales como la avena y leguminosa es muy
provechosa, pues los aminodcidos de ambos tipos de alimentos se
complementan para formar una proteina completa. Las leguminosas son
ricas en lisina, leucina y arginina y pueden cubrir los requerimientos de 1os
aminodcidos esenciales de la dieta excepto en el contenido de

aminodcidos azufrados vy triptdfano.

Para mejorar esta deficiencia, éstos deben ser suplementados
(Amjad y col., 2006). La avena tiene una baja proporcidén de proteinas y
la calidad se halla limitada por la deficiencia de algunos aminodcidos
esenciales, sobre todo lisina (Amjad y col., 2003) y freonina, aunque tiene

cantidades considerables de aminodcidos azufrados como metionina
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(Pettersson, y col., 1996). Por ello, se puede mejorar la calidad proteica
del quinchoncho, que es rico en lisina y deficiente en metioning,
complementdndolo con la avena. Se ha publicado un efecto sinérgico
en la calidad de la proteina del quinchoncho y varios cereales. La
incorporacion de 15% de quinchoncho en dietas preparadas con varios
cereales como maiz, trigo, arroz y cebada, que habian sido suministradas
a ratas jovenes, mejoraron el PER (Radio de Eficiencia Proteica) (Bressani,
y col., 1986).

En relaciéon a las grasas hubo diferencias significativas enfre los
tratamientos (P<0.05). El tratamiento C presenté mayor porcentaje de
grasas que el A, By D. Esto podria explicarse por la presencia de avena (7%
de grasa), en comparacion con los valores de grasa del quinchoncho, el
cual aporta apenas entre 1,2 a 1,3%. El contenido de grasa, la
concentracion y fipo de proteina, azucares y pH del producto son factores
que podrian afectar el crecimiento y supervivencia del probidtico en el
alimento. Por lo tanto, la formulacion del producto puede ser manipulada
para ayudar a su eficacia. Algunas cepas probidticas podrian variar en sus
propiedades funcionales y tecnoldgicas en presencia de diferentes

ingredientes (Ranadheera y col., 2010).

La utilizacion de mezclas de cereales y leguminosas proporciona un
perfil nutricional superior, que incluye un 6ptimo patrdn de aminodcidos.
Sin embargo, la principal limitacién en la utilizacion bioldgica de cereales y
legumbres o sus mezclas es la presencia de elevadas canfidades de
antinutrientes tales como dcido fitico, polifenoles, inhibidores de tripsina
(Vidal-Valverde y col., 1993) y oligosacdridos productores de flatulencia
(Singh, 1998). La fermentacién con organismos probidticos es un proceso

importante, que disminuye significativamente el contenido de
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antinutrientes mejorando la digestibilidad (Sangeeta y Neelam, 2001;
Khattab y Arntfield, 2009). También proporciona condiciones de pH optimo
para la degradaciéon enzimatica de los fitatos, que estdn presentes en los
cereales en la forma de complejos con cationes polivalentes tales como

hierro, zinc, calcio, magnesio y proteinas.

La disminucidon de estos fitatos puede aumentar la cantfidad de
hierro, zinc y calcio varias veces y por lo tanto mejorar el valor nutritivo de
los granos (Chavan y Kadam, 1989). Asi, si una mezcla alimenticia de
cereales y leguminosas es fermentada con microorganismos probidticos
puede no solamente mejorar el perfil de nutrientes sino ejercer efectos

benéficos saludables.

Para las variables "humedad" y '"cenizas' no se encontraron
diferencias significativas (P > 0,05) entre las formulaciones. Los valores
promedios enconfrados para humedad oscilaron entre 61,00% + 0,98 vy
61,63% + 1,02, lo cual resulta evidente, ya que la cantfidad de agua fue
igual para los 4 tratamientos. En cuanto al contenido de carbohidratos y
calorias hubo diferencias significativas para la formulacion C. El fratamiento
B presentd una mayor proporcion de fibra (P<0,05). Cabe destacar que la

adicion de L. reuteri en los productos no alterd el contenido de nutrientes.

6.1.2. Viabilidod de Lactobacillus reuteri durante el almacenamiento

refrigerado.

Los productos probidticos estdn usualmente estandarizados basados
en la presuncion de que la viabilidad del cultivo es una medida razonable

de su actividad, de manera que la habilidad de la cepa de alcanzar una
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elevada poblacion celular es de primera importancia. La viabilidad de un
probidtico en una matriz alimenticia depende de factores tales como la
cepa seleccionada, la produccion de perdxido de hidrogeno debido al
metabolismo bacteriano, y la acidez del producto final (Vasiljevic y Shah,
2008). Por lo tanto, la adaptabilidad del probidtico en el sustrato es un
criterio muy importante en el procedimiento de seleccidn de una cepa

adecuada (Oberman y Libudzisz, 1998).

En nuestro caso, el recuento de células viables de L. reuteri durante
el almacenamiento refrigerado de las cremas A, B y C se presentan en la
Figura 1. La concentracion inicial (7 log ufc/g) en el dia 0 fue afectada
significativamente (P < 0,05) a través de los dias, aumentando la poblacién
celular inicial en mdas de 1 ciclo log ufc/g (crema A). Todas las cremas
presentan valores promedios durante el primer dia de almacenamiento
que oscilan entre 8,45 (A) hasta 7,80 log ufc/g (C), los cuales disminuyeron

significativamente (P<0,05) después del dia 7.

Al final del periodo de aimacenamiento (dia 28) la mayor poblacidon
del microorganismo se registré en la formula A (quinchoncho y avena) con
un valor de 8,16 log ufc(g mientras que para la B fue de 7,45 y para la C de
7,43 log ufc/g. En consecuencia, la combinacion de quinchoncho y avena
fue la mas eficiente en sostener la viabilidad del cultivo, con un aumento

significativo (P< 0,05) al final del periodo de almacenamiento.
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Figura 1. Viabilidad (valores promedios) de Lactobacillus reuteri ATCC
55730 en las cremas A, B, y C durante su almacenamiento refrigerado
durante 28 dias

65 1 —=-Crema A (Quinchoncho y Avena)
- Crema B (Guinchoncho)
—&—Crema C (Avera)

55 T T T T T
01 7 14 iyl 28

Dias de Almacenamiento

Estos resultados indican que estos tipos de crema serian vehiculos
adecuados para bacterias probidticas. Estas consideraciones concuerdan
con la conclusion relacionada con la seleccidon cuidadosa de la matriz
alimentaria para el desarrollo de un producto probidtico (Ranadheera vy
col., 2010). Una concentracion de aproximadamente 107 células viables/g
del producto al tiempo de consumo es considerado funcional (Gomes vy
Malaca, 1999; Shortt, 1999); ofros autores sugieren valores de 106 ufc/g
(Micanel y col., 1997). En nuestro trabajo, todas las cremas registraron

valores por encima de 107ufc/g.
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Lactobacillus reuteri es considerado un microorganismo de interés ya
que reside en el tracto gastrointestinal (Gl) de humanos y animales y es
considerada una de las pocas especies autdctonas en el hombre (Valeur,
y col., 2004). Posiblemente |la presencia de elevados niveles de factores de
crecimiento esenciales tales como aminodcidos libres, vitaminas del
complejo B o minerales en las cremas formuladas con quinchoncho y
avena deben haber promovido su crecimiento, lo cual demuestra que este
microorganismo puede sobrevivir en las cremas a un nivel suficiente (> 107
ufc/g) durante 28 dias. La esterilizacion a la cual fueron sometfidas las
cremas liberan aminodcidos y ofras sustancias que pueden promover el
crecimiento. Ademds, este ambiente estéril excluye el crecimiento de otras

bacterias y por lo tanto, la competencia por nufrientes disminuye.

En este sentido, Morishita, y col. (1981) y Severson (1998) senalan que
los lactobacilos tienen requerimientos nutricionales complejos tales como
carbohidratos, aminodcidos, péptidos y vitaminas, los cuales varian mucho
de especie a especie. Adicionalmente, la formulaciéon del alimento afecta
fuertemente la viabilidad del probidtico durante su almacenamiento
(Mafttila-Sandholm y col., 2002; Saarela y col., 2006). Asimismo, también se
ha reportado que la produccion de reutericiclina (Ganzle y Vogel, 2003) y
reuterina (Axelsson, y col., 1989) producida por L. reuteri contribuyen
marcadamente a la estabilidad y persistencia del probidtico en ciertos

productos y previene el crecimiento de microorganismos patdégenos.

Hasta la fecha, no se encontrd en la literatura informacion disponible
sobre el crecimiento de L. reuteri ATCC 55730 en sustratos como el
quinchoncho. La mayoria de los estudios sobre productos que no incluyen
ldcteos se han realizado utilizando cereales como avena, cebada, trigo vy

maiz (Kedia y col., 2007). La avena es una de las principales fuentes de
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beta-glucano, el cual es reconocido como el principal componente
funcional de la fibra del cereal (Angelov et al., 2006) y es utilizado

comuUnmente para realizar estudios con probidticos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son coherentes con
publicaciones previas. Marklinder y Lénner (1992), utilizaron una solucion
enteral a base de avena, que contenia bacterias dcido Idcticas
incluyendo una cepa de L. reuteri que alcanzd valores de 107 ufc/ml.
Concluyeron que la avena era un sustrato adecuado. Ofro estudio similar
indica que el nUmero de L. reuteri aumentd significativamente durante la
administracion de una sopa de avena suplementada con cebada, maltay

enzimas (Johansson vy col., 1993).

Por otra parte, resultados similares en la viabilidad de L. reuteri se han
observado en ofro tipo de dalimentos. Después de 30 dias de
almacenamiento, la viabilidad de L. reuteri ATCC 55730 fue de 108 ufc/ml
en tres tipos de productos formulados con avena (Martensson y col., 2002).
En general ciertos productos formulados con avena han mostrado ser un

soporte adecuado para el crecimiento de bacterias de origen intestinal.

Charalampopoulos y col. (2002) han realizado experimentos con
diferentes cereales para determinar los principales pardmetros que deben
ser considerados en el crecimiento de microorganismos probidticos. L.
reuteri NCIMB 11951 alcanzé una poblaciéon que varié enfre 7 y 9 log ufc/g,
y senalan que los principales factores que inhiben el crecimiento son el pH

y la limitacion de nutrientes.

Por otra parte, Charalampopoulos y col. (2003) apuntaron que

muchos cereales soportan el crecimiento de probidticos con algunas
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diferencias. El medio a base de malta soportd el crecimiento de todas las
cepas examinadas (L. reuteri entre otras) mejor que los medios de cebada
y frigo debido a su composicidon quimica. Por ofra parte, Hekmat y col.
(2009) consideran que L. reuteri RC-14 puede ser afectado por las
condiciones dcidicas del yogurt. Adicionalmente, la adaptabilidad del
probidtico en el sustrato es un criterio muy importante en la seleccién de la

cepa adecuada (Oberman y Libudzisz, 1998).

6.1.3. Evolucion de los valores de pH durante el almacenamiento

refrigerado de las cremas

Los valores promedios de pH obtenidos de las diferentes cremas A, B
y C almacenadas se presentan en la Figura 2. Se observa que a pesar de
las diferencias significativas (P < 0,05), enfre los dias 0 y 28 el pH disminuyd
solo a 5,02+ 0,06 en la crema A, 509+ 0,04 enla crema By 5,10 £ 0,02 en la
C. Estos resultados son consistentes con Muthukumarasamy y Holley (2005),
que Uutilizaron 5 cepas de L. reuteri para evaluar su habilidad para

fermentar mezclas destinadas a la elaboracidon de salchichon.

Este estudio senala que el pH de la mezcla disminuyd sélo hasta
5,4+0,04, indicando que estas cepas, si se utilizan solas, no son capaces de
fermentar en forma adecuada. Del mismo modo, Hidalgo y col. (2005)
observaron que la pobre habilidad de acidificacion de la leche que
presentd L. reuteri puede estar mds relacionada con un deficiente sistema
proteolitico que con deficiencias de actividad de la B-galactosidasa, o
que puede haber factores adicionales que afectan esta habilidad. En este
estudio, la suplementacion de esta leche con peptona y caseina permitié

alcanzar una mayor concentraciéon celular comparada con la leche sola.
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Figura 2. Valores promedios de pH obtenidos de las cremas A, By C
almacenadas en refrigeracion durante 28 dias
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Similares resultados habian sido obtenidos previamente por
Xanthopoulos y col. (2000) en lo concerniente a la baja habilidad de
acidificacion de esta especie. Lucas y Donawa (1991) opinan que la
capacidad buffer natural del quinchoncho pude ser adecuada para
asegurar una elevada proporcion de supervivencia de los lactobacilos. De
modo que si el microorganismo es un productor débil de dcido, su valor
como probidtico en la crema depende de su habilidad para sobrevivir

durante el almacenamiento.

Las propiedades fisico-quimicas del alimento utilizado como vehiculo
para el probidtico, tales como capacidad buffer y pH son factores
importantes que influyen en la supervivencia del probidtico. La formulacion

del alimento con un rango de pH apropiado y una elevada capacidad
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buffer aumentard el pH del fracto gastrointestinal y por lo tanto extenderd
la estabilidad del probidtico (Kailasapathy y Chin, 2000; Zarate y col., 2000).
En este estudio, uno de los factores que contribuye a la capacidad buffer

puede ser el contenido de proteinas de las cremas.

6.1.4. Evaluacion sensorial

Los resultados de la evaluacion sensorial (Tabla 5) indican que todas
las cremas tuvieron un elevado nivel de agrado para todos los atributos
valuados. No se encontraron diferencias significativas (P> 0,05) en la
calidad sensorial entre la formula control D (sin L. reuteri) y la formula A. En
términos de sabor tuvieron una puntuacion que varid de 2,86 a 3,27 (a

menor valor, mayor nivel de agrado).

Tabla 5. Medias de la sumatoria de rangos* para las caracteristicas

organolépticas de los productos a base de leguminosas y Lactobacillus

reuteri
Atributos Formulaciones**
A B C D
Color 65,07 (2,88) 58,33 (2,71) 76,97 (3.40) 64,01 (2,82)
Textura 63,88 (3,08) 59,25(2,81) 76,80 (3,67) 62,79 (3.01)
Sabor 66,82 (2,86) 70,94 (3,27) 71,19 (3,19) 63,59 (2,81)

* Al menor valor en la media de la sumatoria de rangos, mayor nivel de agrado para el
panelista

** A: Avena y quinchoncho; B: Quinchoncho; C: Avena; D (Control) Avena y quinchoncho
S/ L, reuteri
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Los resultados de este estudio concuerdan con ofros autores:
Stanton, y col. (1998), Aragdén-Alegro y col. (2007) y Correa y col. (2008),
quienes han incorporado cultivos de lactobacilos en productos como
mousse de chocolate, queso Cheddar y flan de coco. Estos autores
sostienen que los productos presentan sabor, textura y composicion
comparable a los productos control, indicando que la adicidn de L. reuteri
no tuvo efectos adversos sobre el criterio sensorial, y no altera su
composicion quimica, tal y como se observa en el presente estudio con la

crema de quinchoncho y avena.

La fermentacion conduce a una mejora general en la vida Ufil,
textura, sabor y aroma del producto final. Durante la fermentacion de los
cereales se forman varios compuestos voldtiles, los cuales contribuyen con
una mezcla compleja de sabores en los productos (Chavan y Kardam
1989). La presencia de aromas de diacetilo, dcido acético y butirico hace
a los productos fermentados basados en cereales mds apetitosos (Blandino
y col., 2003).

6.2. Resultados y discusion relativos a la formulacion y evaluacién de
panquecas de maiz preparadas con proteina plasmatica de bovino y maiz

tierno (Estudio 2)

De todas las formulas elaboradas (A, B, C, D y F) se selecciond la
formula D, ya que fue la que permitié agregar la mayor cantidad de
plasma (40%) sin afectar el manejo técnico de la mezcla o las

caracteristicas organolépticas del producto final.

La Tabla 6 muestra los valores promedios de rendimiento, humedad,

proteina, grasa, fibra, carbohidratos disponibles, cenizas y energia
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metabolizable (Kcal) de las formulaciones A (control sin plasma) y D (con

plasma).

Tabla 6. Valores promedio (g) de rendimiento y composicion proximal de
las formulaciones Ay D

Variable Formulacion A* Formulaciéon D*
Rendimiento 77,17 £ 0,16b 80,74+0,16 @
Humedad 58,568 £+ 0,12b 63,28 + 0,122
Proteina 3,54+0,040 6,47 +£0,04 ¢
Grasa 0,93+0,02 0,98 £0,02
Fibra 1,45+ 0.04 1,40 £ 0,04
Carbohidratos disponibles 26,03 +0,02 26,97+ 0,02
Cenizas 0,8+0,02 0,9+0,02
Energia metabolizable (kcal) 126,65 + 0,04 136,82 + 0,049

a. b Medias diferentes superindices dentro de una misma fila difieren significativamente
(b <0,09)
* A: Control B: Producto formulado con proteina plasmdatica

6.2.1. Rendimiento del producto

El valor promedio del rendimiento de la formula con plasma fue de
80,74 + 0,16 y el control 77,17 + 0,16 g/100, observandose diferencias
significativas (P < 0,05) entre los mismos. El elevado rendimiento mostrado
en el producto con plasma (D), pudo ser atribuido a la capacidad ligante
de las proteinas plasmdaticas. Barboza y col. (1996) senalan que el efecto
positivo que tiene el plasma de bovino sobre el rendimiento y la accidon
ligante, se debe a la propiedad de gelacion que lo caracteriza, de
manera que si es utilizado a una concentracion proteica de 4,5 %
mantiene su capacidad de formar gel sin verse afectado por la

temperatura de refrigeracion o congelacion.
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Muchos estudios han confirmado que la gelificacion de las proteinas
es una propiedad funcional fundamental en la preparacion de varios
alimentos y es importante ya que mejora la absorcion del aguag,
espesamiento, adhesion y emulsion (Hickson y col., 1980). Mdarquez y col.
(1997) indican que la sustitucion de agua por plasma en la formulacion de
productos cdrnicos mejora el rendimiento, ya que el gel que se forma

atrapa grasa y agua, disminuyendo las pérdidas por coccion.

La capacidad de formar geles por efecto del calentamiento es
probablemente el atributo mds interesante del plasma, ya que muchos
productos pasan por un tratamiento térmico antes de su comercializacion.
Bajo condiciones apropiadas puede formarse una red tridimensional,
contribuyendo al desarrollo de la estructura interna de los alimentos tales
como caracteristicas de textura deseable y una mayor capacidad de
retencion de agua (Hermansson, 1982). Se ha demostrado que las
intferacciones entre proteinas desempenan un papel clave en el desarrollo
de las propiedades fisicas de geles y este comportamiento debe tenerse
en cuenta especialmente porque el uso de proteina plasmdticas como
ingrediente en los alimentos estd influenciado por la proporcion de cada
componente principal en la formulacion de productos funcionales (Davila
y col., 2007).

6.2.2. Contenido de humedad, proteinas, grasa, fibra, carbohidratos vy

energia metabolizable

Se encontraron diferencias significativas (P<0,05) en el contenido de
humedad entre los dos tfratamientos. El producto con plasma tuvo mayor
contenido de humedad (63,28 g/100) que el conftrol, posiblemente debido

a que las proteinas del plasma se desnaturalizan por la coccidn
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ocasionando una humedad adicional en el producto y haciéndolo mdas
suave. Por lo tanto, la retencién de agua en las panquecas de maiz es
importante ya que una pérdida excesiva de agua lo hace un producto

inaceptable.

Como era previsible los resultados de este estudio indican que hubo
diferencias significativas en el contenido proteico de los tratamientos. El
producto formulado con plasma resultd con mayor contenido proteico
(6,47 + 0,04 gr/100), mientras que la formulacion confrol presentd 3,54 + 0,04
gr/100, debido a que el maiz fiene una baja concentracion de proteinas,
de manera que la adicidn de plasma, rico en lisina, produce un efecto
positivo y mejora considerablemente su valor proteico. La Inclusion de este
producto en la dieta de los ninos contribuiria a satisfacer los requerimientos

estdndar diarios de proteina.

De los datos mostrados en la tabla 6 se aprecia no se han obtenido
diferencias significativas entre los dos productos en lo concerniente al
contenido en grasa. Esto podria atribuirse a la concentraciéon minima de
grasa que se encuentra en el plasma y en el maiz tierno (Bressani y Mertz,
1988). Asimismo, este estudio reveld que el producto con la adicion de
plasma representa una importante fuente de fibra (1,40 g). El contenido de

cenizas fue similar en ambas formulas.

6.2.3. Aminodcidos

La Tabla 7 muestra los contenidos en aminodcidos del producto
formulado con plasma. Cuando comparamos estos resultados con el perfil
de aminodcidos esenciales propuesto por la Food and Agriculture

Organization/World Health Organization (1991), se muestra claramente que
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éstos se encuentran por encima de los requerimientos especificados. La
metionina aparece en las recomendaciones de la FAO/WHO como
sumatoria de (metionina + cisteina). Por ello no pudo ser comparada en
nuestro caso con dichas recomendaciones. Como senalamos
anteriormente, la calidad del maiz se halla limitada por la deficiencia de
algunos aminodcidos esenciales, sobre todo lisina y friptéfano, pero tiene
cantidades considerables de aminodcidos que contienen azufre como

metionina y cisteina (Bressani y Mertz, 1988).

Tabla 7. Perfil de aminodcidos esenciales (g/100g de proteina) del
producto a base de maiz tierno y proteina plasmatica de bovino

Aminodcidos Producto FAO/WHO*
(9/1009) Nifios en edad escolar
(6 -12 anos)
Histidina 3,89 1,9
Isoleucina 3,82 2,8
Leucina 9,02 4,4
Lisina 512 4,4
Metionina 0,60 2,2%*
Fenilalanina +tirosina 7,22 2,2
Treonina 4,43 2,8
Valina 4,02 2,5

* Food and Agriculture Organization/World Health Organization
** Sumatoria de metionina + cisteina

Las proteinas del plasma son similares a las proteinas del huevo, las
cuales son consideradas como bien equilibradas, donde los aminodcidos
esenciales se encuentran en proporciones adecuadas; sin embargo, la
concentracion de isoleucina y metionina es inferior a las proteinas de la
leche, mientras que es superior en lisina y treonina. Debido a la deficiencia

en isoleucina y metionina que presenta la sangre, consecuentemente
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debe ser administrada en conjunto con ofras proteinas que puedan suplir
la deficiencia de estos aminodcidos (Mdarquez y col., 2005). Asi, al combinar
el maiz con el plasma se logr6 aumentar la calidad del preparado y se
alcanzd un equilibrio adecuado de aminodcidos, obteniendo un producto
con un valor nutritivo superior a cada uno de ellos, donde el plasma le
aporta lisina al maiz y el maiz aporta metionina al plasma, aumentando y

mejorando el valor bioldgico del alimento.

6.2.4. Evaluacion bioldgica

La Tabla 8 muestra los valores de digestibilidad aparente y la ratio de
eficiencia proteica (PER) del producto con plasma. De acuerdo a los
resultados obtenidos las proteinas de la dieta experimental son bastante
digeribles, ya que del total de proteina ingerida (4,30 g), solo se excretaron
0,79 g representando el 18,92%, lo que indica que el 81,08% restante fue
digerido. Oropeza y Ortiz (1989) obtuvieron en granos de varios hibridos de
maiz una digestibilidad inferior (66,54% y 70,25%) comparada con la
enconfrada en la presente investigacion, mientras que ofros autores han
apuntado una digestibilidad para el plasma que oscila entre 83 y 92% (Del

Rio de Reys y col., 1980).

El PER obtenido muestra que los animales alimentados con la dieta
experimental ganaron 2,64 g de peso por cada gramo de proteina
consumida, lo que confirma que las proteinas utilizadas en la formulacién
son capaces de sustentar y favorecer el crecimiento de animales jovenes.
El PER alcanzado en nuestro estudio se considera bueno al compararlo con

la proteina control (caseina), la cual presentd valores de 3,03.
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Tabla 8. Calidad biolégica de la proteina del producto formulado con maiz

tierno y proteina plasmatica

Pardmetros Dieta control* Dieta experimental
Digestibilidad Aparente (%) - 81,08
PER 3,032 £ 0.80 2,645 +0.78

a,b: Medias con diferentes superindices dentro de la misma fila difieren significativamente
(P <0.05).
* Dieta a base de caseina

Oropeza y Ortiz (1989), al evaluar la calidad de la proteina del grano
de varios hibridos de maiz mediante ensayos bioldgicos y quimicos, usando
caseina como control, encontraron valores de 1,57 y 1,74, para el maiz y
de 3,41 para el control de caseina. Si comparamos estos resultados con los
obtenidos en esta investigacion (PER 2,64) se puede observar que la
incorporacion de plasma mejora notablemente la ratio de eficiencia

proteica.

6.2.5. Evaluacion sensorial

Los resultados obtenidos en las pruebas de nivel de agrado muestran
gue no hubo diferencias significativas entre las dos formulaciones. Ademds,
se evidencid que del total de ninos que conformaron el panel de
degustacion, el 88,3 % lo aceptd por su sabor, mientras que el 95,3 % por su

color (Tabla 9). Las caracteristicas organolépticas del producto, unidas al
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grato sabor obtenido por la adicidn de azicar, influyeron positivamente en
su aceptacion. La incorporacion de proteinas plasmdaticas en la
formulaciéon no alterd el sabor y el color del producto. Es importante
destacar que ningun panelista mostré mucho o muchisimo desagrado por
el preparado. AUn cuando la textura no fue evaluada por los ninos, se
observd que el tratamiento con agregado plasmatico tuvo mejor
consistencia y una textura mds suave, quizd debido a las propiedades
funcionales de las proteinas del plasma que al igual que la albumina y la
globulina de la clara del huevo, permiten la incorporacion de aire cuando
es sometida a batido, propiedad ésta que permite obtener productos
esponjosos que mejoran notablemente la textura (Lee y col., 1991; Duxbury,
1988).

Tabla 9. Evaluacion sensorial (porcentaje de aceptabilidad) del producto a

base de maiz tierno y proteina plasmatica

Escala Formulaciones
Sabor Color
D* A* D* A*
Me gusta muchisimo 88.4 87.9 95,3 94,9
Me gusta mucho 10,2 8.8 4,7 4,2
Me gusta un poco 0,9 3.3 0 0,9

*A: Control; D: Producto formulado con proteina plasmdtica

El alto nivel de aceptacion, tanto en el color como en el sabor,
permite utilizar el producto tipo “cachapa” enriquecido con plasma, como
alimento fortificado que podria ser ulilizado en el tratamiento de

malnutricion por déficit en la poblacion infantil.
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6.2.6. Determinaciones microbioldgicas

La tabla 10 muestra los resultados de las determinaciones
microbiolégicas de las panquecas de maiz en las condiciones evaluadas
durante su almacenamiento. El recuento inicial de microorganismos viables
aerobios totales fue de 2,52 + 0,04 log ufc/g, para el dia 0, con ausencia de
hongos y levaduras, coliformes y E. coli siendo estos valores relativamente
bajos lo cual revela la buena calidad del producto. Estos valores
aumentaron durante el almacenamiento, alcanzando en el cuarto dia
5,99+0,02 para aerobios totales y de 3,78+0,03 log ufc/g para hongos y
levaduras, concluyendo que el periodo de vida Util para el producto seria
hasta el tercer dia donde se obtuvieron valores de 5,00 para aerobios
totales y de 3,26 para hongos y levaduras. Los resultados obtenidos en este
estudio se interpretaron de acuerdo a criterios o limitfaciones de
aceptacion seleccionados sobre la base de estudios preliminares

realizados y de algunas normas recomendadas (Curtis y col., 2000).

Tabla 10. Valores promedios (log ufc/g) de bacterias aerobias mesdfilas
(BAM), coliformes totales (CT), E. coli y hongos y levaduras (HL) en el
producto a base de maiz tierno y proteina plasmatica

Dias de BAM CT E. coli HL
almacenamiento

0 2,529+ 0,04 <10 <10 <102+ 0,01
1 4,020+ 0,02 <10 <10 1,240 0,02
2 4,450+ 0,04 <10 <10 2,56 0,04
3 5,00¢ 0,02 <10 <10 3,26¢ 0,03
4 5,99¢+0,02 <10 <10 3,78¢ 0,03

a,b c: Medias con diferentes superindices dentro de una misma columna difieren
significativamente
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7. Conclusiones
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PRIMERA - La avena y el quinchoncho se muestran adecuados en el
desarrollo de un alimento funcional potencial y pueden soportar un nivel
adecuado de células viables de Lactobacillus reuteri ATCC 55730 durante

su almacenamiento refrigerado (28 dias).

SEGUNDA - La viabiidad de Lactobacillus reuteri siempre estuvo por
encima de los niveles recomendados, en especial por encima de 107 ufc/g

durante su almacenamiento en refrigeracion.

TERCERA - Todas las cremas tuvieron un elevado nivel de agrado para
todos los afributos evaluados. La adicidon de L. reuteri no afectd el color,

sabor y textura de las cremas.

CUARTA - La composicion fisico-quimica tampoco fue afectada por el

microorganismo.

QUINTA - De las conclusiones anteriores se deduce que la adicidén de L.
reuteri ATCC 55730 a las cremas posibilita la produccidén de un alimento
con gran potencial como producto funcional y con excelentes

caracteristicas sensoriales.
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SEXTA - La formulacion de un producto tipo “pangueca” de maiz
preparada con un 53,5% de maiz tierno y un 40% de proteina plasmdatica
de bovino resultd la mas factible desde el punto de vista tecnoldgico, vy

obtuvo una elevada aceptabilidad desde el punto de vista sensorial.

SEPTIMA - El plasma de bovino proporciona al producto final mejor
consistencia 'y una textura mds suave, gracias a sus propiedades
funcionales. Entre otras, una mayor humedad que deviene en una mayor
suavidad del producto. También proporciona una importante fuente de

fibras.

OCTAVA - La formulacion seleccionada con plasma obtuvo un mayor

contenido proteico que la control.

NOVENA - El perfil de aminodcidos esenciales de la formulacion tipo
“panqueca” seleccionada concuerda, y en algunos casos mejora los
requerimientos especificados por la FAO/WHO, con excepcion de la

metionina, cuya referencia no es comparable con dicha fuente.

DECIMA - La calidad proteica de dicha formulacién se considera
satisfactoria, no sélo por tener la cantidad adecuada de aminodcidos sino
también por su excelente digestibilidad y Ratio de eficiencia proteica (PER)

(ganancia de 2,64g de peso por cada gramo de proteina consumida).

DECIMOPRIMERA - El recuento inicial de microorganismos viables aerobios
totales fue de 2,52 + 0,04 log ufc/g, para el dia 0, con ausencia de hongos
y levaduras, coliformes y E. coli, resultado adecuado para un producto
fresco. En funcidon de los resultados de almacenamiento, la vida Util para el

producto seria hasta el tercer dia.
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DECIMOSEGUNDA - De las seis conclusiones anteriores se deduce que
dicha formulacion, basada en un producto tradicional de gran
aceptacion popular en Venezuela, podria ser utilizado como un medio de
solventar problemas de malnutricion asociado con el consumo de

productos a base de cereales.

DECIMOTERCERA - En definitiva, el presente estudio contribuye a los
grandes esfuerzos que se hacen en los paises para desarrollar mezclas
alimenticias de calidad que puedan suplir particularmente proteinas a un
coste econdmico, a través de la mejora y aumento del valor nutritivo de

alimentos tradicionales o del aporte de beneficios funcionales.
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8. Resumen
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En los Ultimos anos, los alimentos que afectan a funciones especificas
o sistemas del cuerpo humano y proporcionan beneficios para la salud
mas alld del aporte de energia y nutrientes, han experimentado un
crecimiento rdpido en el mercado. Este crecimiento es impulsado por las
innovaciones fecnoldgicas, desarrollo de nuevos productos y el niumero
creciente de consumidores sensibilizados por la salud e interesados en
productos que mejoren la calidad de vida. El propdsito de este tfrabajo fue
disenar alimentos potencialmente funcionales sobre la base de productos

tradicionales venezolanos.

Con este fin, el trabajo se ha dividido en dos estudios: Desarrollo de
un producto potencialmente funcional (crema para untar) preparado con
quinchoncho (Cajanus cajan), avena y Lactobacillus reuteri ATCC 55730; vy,
en segundo lugar, la formulacién y evaluacidon de productos tipo

panqueca de maiz tierno y proteina plasmdatica de bovino.

Los objetivos especificos del primer estudio incluyen la evaluacion de
las caracteristicas fisico-quimicas de los productos a base de quinchoncho,
avena y L. reuteri, examinar sus caracteristicas organolépticas y determinar
la viabilidad de Lactobacillus reuteri en el producto. En relacion al
segundo estudio, sus objetivos especificos fueron evaluar las caracteristicas
fisico-quimicas de los productos ftipo pangueca, examinar  sus

caracteristicas organolépticas, valorar su calidad microbioldgica,
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establecer el perfil de aminodcidos y evaluar su eficiencia proteica vy
digestibilidad.

Para ello, en el estudio 1 se formularon cuatro productos; A con 40%
de quinchoncho y 20% avena; B, con un 60% de quinchoncho; C con un
60% de avenaq; y D (control) con un 40% de quinchoncho y 20% de avena,
sin L. reuteri. Los productos fueron analizados para determinar su contenido
de proteina, humedad, grasas, fibra, carbohidratos disponibles y se sometié
a andlisis sensorial. El nUmero de células viables y pH fue determinado

despuésde 1,7, 14, 21, y 28 dias de almacenamiento a 4°C.

Los resultados mostraron diferencias significativas (P<0.05) en
proteinas, grasas, fibra y carbohidratos disponibles entre las cremas. Todos
los productos tuvieron un nivel de agrado aceptable y no se detectaron
diferencias significativas (P> 0.05). No se encontraron diferencias
significativas en la calidad sensorial y composicion quimica entre la crema
control y la crema con L. reuteri. En general, todas las cremas mostraron ser
un soporte adecuado para el microorganismo. L. reuteri ATCC 55730
presento la mayor viabilidad en la crema A (8.16log ufc/g). Después de 28
dias, la viabilidad de L. reuteri estuvo siempre por encima de log 7 ufc/g

en todas las cremas. El pH disminuyd sdlo hasta 5.02 para la crema A.

En relacion al estudio 2, se formularon 6 productos incluyendo un
control. El fratamiento seleccionado fue el que permitié agregar la mayor
cantidad de plasma de bovino y fue elaborado utilizando un 53,5% de
maiz tierno y un 40% de plasma. Al producto seleccionado y al conftrol se le
determind humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas y rendimiento. Los
aminodcidos esenciales se determinaron por HPLC. Para la evaluaciéon

bioldgica de las proteinas se determind la digestibilidad aparente y el
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indice de Eficiencia Proteica (PER). La aceptabilidad fue evaluada
mediante una encuesta realizada a 215 ninos en edad escolar, la calidad

microbiolégica del producto tambiéen fue determinada.

El producto con agregado plasmdtico aporté 6,47% de proteinas,
0,98% de grasa, 1,40 de fibra, 0,9% de cenizas, 63,28% de humedad, y su
rendimiento fue de 80,74%. El contenido de aminodcidos esenciales
concuerda con los requerimientos establecidos por la FAO. El producto
presentd un 81,08% de digestibilidad aparente y un PER de 2,64. La
aceptabilidad por parte de la poblacidn escolar fue de 88,4% para el
sabor y 95,3% para el color. El producto permanecié estable refrigerado a
40C durante 3 dics.

En definitiva, el presente estudio confribuye a los grandes esfuerzos
qgue se hacen en los paises para desarrollar mezclas alimenticias de
calidad que puedan suplir particularmente proteinas a un coste
econdmico, a fravés de la mejora y aumento del valor nutritivo de

alimentos tradicionales o del aporte de beneficios funcionales
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9. Summary
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In recent years, food that affect specific functions or systems of the
human body and provide benefits to health beyond energy and nutrients,
have experienced a rapid growth in the market. This growth is driven by
technological innovations, development of new products and the growing
number of consumers aware of health and interested in products that
improve the quality of life. The purpose of this work was to design potentially

functional foods on the basis of fraditional Venezuelan products.

To this purpose, the experience has been divided in two studies:
Development of a potential functional food prepared with pigeon pea
(Cajanus cajan), oats and Lactobacillus reuteri ATCC 55730; and, in the
second hand, the formulation and evaluation of corn pancakes containing

bovine plasma protein and tender corn.

The specific objectives of the first study include the physico-chemical
evaluation of the products prepared with pigeon pea, oat and L. reuteri, to
examine its organoleptic characteristics and to determine the viability of
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 in the product. In relation to the to the
second study, their specific objectives were to evaluate the physico-
chemical characteristics of products type panqueca, to examine its
organoleptic characteristics, to assess microbiological quality, to establish
the amino acid profile and to evaluate its protein efficiency and

digestibility.
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In doing so (study 1) four products were formulated; A with 40% pigeon
pea and 20% oat; B, 60% pigeon pea; C, 60% oat and D (conftrol), with 40%
pigeon pea and 20% oat, without L. reuteri. Products were analyzed to
determine their content of protein, fiber, moisture, fat, carbohydrates, ash
and degree of likeness. Viable numbers of L. reuteri and pH were

determined after 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage at 40 C.

Results showed significant differences (P< 0.05) in protein, moisture, faft,
fiber and carbohydrate content between creams. No significant differences
(P> 0.05) were found on sensory quality and chemical composition between
control and creams with L. reuteri. In general, the creams were shown to be
a suitable support for this bacteria. L. reuteri ATCC 55730 had the highest
viability in cream A (8.16 log cfu/g). After 28 days the cell viability was above
7 log cfu/g in all creams. pH dropped until 5.02 in product A.

Regarding to the second study, six products were formulated
including a conftrol. The selected freatment was the one that allowed to
add the higher quantity of bovine plasma and was prepared using 53.5% of
tender corn and 40% plasma. Protein, fat, fiber, humidity, ash and vyield
were determined to select between product and control. The essential
amino acids were determined by HPLC. For the biological evaluation of
protein, apparent digestibility and Protein Efficiency Ratio (PER) were
determined. The acceptability and microbiological quality were also

evaluated.

Results indicated that the selected product formulated (D) contained
6.47% of protein, 0.97% of fat, 1.40% of fiber, 0.9% of ash, 63.28% of humidity,

and its yield was of 80.74%. In most of the cases, this product meets or
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exceeds the estimated ideal concentration for all essential amino acids.
The apparent digestibility was 81.08 and PER 2.64. Acceptability was 88.4%
for flavour, and 95.3% for colour. The products remained stable under

refrigeration (4°C) for 3 days.

In conclusion, the present work contributes to the main efforts of
different countries to develop food products of high quality that may
supply, specifically, low cost proteins, through improvement and increasing

of the nutritive value of fraditional foods, or supplying functional benefits.
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Abstract

The purpose of this study was to investigate the survival of Lactobacillus reuteri ATCC 55730 in creams, prepared with pigeon
peas and oat. Products were analysed to determine their content of protein, fibre, fat, carbohydrates and degree of likeness.
Viable numbers of L. reuteri and pH were determined after 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage at 4°C. Results showed significant
differences (P < 0.05) in protein, fat, fibre and carbohydrate content between creams. No significant differences (P > 0.05)
were found on sensory quality between control and creams with L. reuteri. Afrer 28 days, the cell viability was above 7 log cfu/g in
all creams. L. reuteri ATCC 55730 had the highest viability in cream with 40% pigeon pea and 20% oat (8.16log cfu/g). In
conclusion, due to its acceptability and highly nutritious value, the product could be used so as to support the growth of

L. reuteri,

Keywords: probioiic, ﬁmcnbnal food, Lactobacillus reuteri, pigeon pea, oats

Introduction

Legumes play an important role in human nutrition
since they are rich sources of protein, calories, certzin
minerals and vitamins (Singh et al. 2004). Cereal
proteins are deficient in certain essential amino acids,
particularly lysine (Amjad et al. 2003). On the other
hand, legumes have been reported to contain
adequate amounts of lysine, but are deficient in
S-containing amino acids (methionine, cystine and
cysieine) (Farzana and Khsalil 1999). Red gram
(Cajanus cajan L.), also called pigeon pes, is among the
important grain legimes and is grown and consumed
in the tropics and semi-arid tropics of the world (Singh
1998). Pigeon peas have a potendal value as an
economic source of high protein. However, pigeon
peas, like other legumes, are deficient in methionine
and cysteine but high in lysine as reported by
Amarteifio et al. (2002).

In addition, nutritional science has moved on from
the classical concepts of avoiding nutrient deficiencies

and basic nueritional adequacy to the concept of
‘positive or oprimal nutrition’, this is maximizing life
expectancy and quality by identfying food ingredients
that, when added to a balanced diet, improve
the capacity to resist disease and enhance health
(Niva 2007). The development of foods that promote
health and well-being is onc of the key research
priorities of food industry and has favoured consump-
tion of foods enriched with physiclogically active
components such as probiotics (Klaenhammer and
Kulien 1999; Betoret et al. 2003).

The research of novel formulations with selected
probiotic strains is important to satisfy the increasing
request of the market and to obtain functional
products in which the probiotic cultures are more
active and protected from the gastrointestinal stress.
Probiotics are defined as live microorganisms that
when administered in adequate amounts confer a
health benefit on the host (FAQ 2002). To realize
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health benefits, probiotic bacteria must be viable and
available at high concentration, typically 10°cfu/g of
product (Shah 2000).

If probiotic organisms are not present in the product
in sufficient viable concentration at the time of
copsumption, potential probiotic health benefits will
not be conferred to the consumer. Besides their
desired health properties, probiotics should meet
several basic requirements for the development of
marketable probiotic products including their survival
and activity in the product, and stability during storage
of the product. In addition, probiotics should not
adversely affect the taste or aroma of the product nor
acidification during the shelf life of the product
(Heller 2001).

Lactobacillus reuteri is an established probiotic agent
that resides in the gastrointestinal tract of humans and
animals (Casas and Dobrogosz 2000), and is
considered to be one of the few true autochthonous
(indigenous) Lactobactllus species in humans (Valeur
et al. 2004). L. reuteri ATCC 55730 also designated
SD2112 has been extensively studied and is widely
used as a food additive to improve human gastro-
intestinal health. Clinical trials have shown that
L. reuteri ATCC 55730 administration is safe and
significantly reduces the incidence and the severity of
diarrhoea of different origins, reducing gastrointestinal
illness and infections (Casas and Dobrogosz 2000;
Karvonen et al. 2001; Connolly 2004). Many human
clinical studies have been conducted such as efficacy
for rotavirus-induced diarrhoea in children, treatment
of infantile colic, increase in work—place healthiness in
adults, eradication of Helicobacter pylor: and improve-
ments on oral health (Dlobrogosz et al. 2010).

Therefore, the utilization of L. reutert in pigeon peas
and cat substrate would produce a fermented food
with defined and consistent characteristics and
possibly health-promoting properties. However, sev-
eral technological aspects have to be considered in the
design of such a novel food process, such as the
composition and processing of the raw material,
the growth capacity and productvity of the culture,
the stability of the probiotic during storage, the
organoleptic properties and the nutridonal value of the
final product. Therefore, the objectives of this study
were (i) to formulate and evaluate chemical compo-
sition and degree of likeness of creams prepared with
pigeon peas, oat and L. reuteri ATCC 55730 and (ii) to

‘determine the viability of L. reuteri with the purpose of

offering novel probiotic food.

Materials and methods
Raw material

Pigeon pea seeds (Cajanus cajan L. Millsp) were
supplied by Agronomy Department of University of
Zulia. The seeds were then taken to the laboratory in
air-dght polyethylene bags, cleaned and kept in a cool

and dry place prior to use. The oat flakes were
purchased from a local supermarket. L. reuteri ATCC
55730 was obtained from Biogaia Biclogics Inc, USA.

Experimental design and formulation

Several formulations were developed to determine the
feasibility of using L. reuteri as functional ingredient in
a product type cream made with pigeon pea. During
this research, a total of 432 samples (72 of each
formula) were prepared every 15 days (6 replicates).
Formula A was made with 40% pigeon pea, 20% oat
flakes and L. reuteri; formula B was prepared with 60%
pigeon pea and L. remters; formula C contained 60%
oat flakes and L. reuteri and D (control} was prepared
the same as A, but without L. reuzeri. The rest of the
ingredients, sesame cream (8%), sugar {1%), salt (1%)
and water (30%), were added in equal proportons to
all formulas (Table I).

Products preparation

To prepare the products, pigeon pea was manually
selected, weighed and washed, The seeds were soaked
for 12h as it is general practice in households to soak
legume seeds overnight prior to processing and
cocking. The amount of water used for ordinary
cooking was three times the weight of the seeds. Seeds
were cooked until soft as felr between the fingers. The
ingredients of cach formula were added and processed
for 5min in a blender (Oster™). The mixtures were
then packaged in individual glass cups, each contain-
ing 130 g of the product, sealed with a metallic cover
and immediately autoclaved at 121°C for 15 mn.
Formulas A, B and C were inoculated with probiotic
culture and stored at 30°C for 6h before being
refrigerated at 4°C for 1, 7, 14, 21 and 28 days.

Bacterial strain and culture conditions

L. reuteri SD2112 ATCC 55730 was maintairied on
Lactobacillus MRS Agar (Oxoid, Basingstoke, and
Hampshire, UK) Petri dishes at 4°C. Before use, the
strain was activated by taking one bacterial colony and
inoculating this colony into Lactobacilius MRS broth in
culture tubes at 37°C for 18 h under using Gas Pack

Table I, Ingredients used to make creams (g/100g).

Formulations
Ingredients A B C D
Pigeon pea 40 60 - 40
Qars 20 - 60 20
Ajonjoli cream 8 8 8 8
Sugar | 1 | 1
Salt 1 1 1 1
‘Water 30 30 30 30
Lactobacillus reuteri 1 1 I -
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System (BBL ' Microbiology Systems Sparks, MD,
USA), and then its purity was checked. Isolated
colonies from MRS agar plates were pre-cultured
twice in MRS broth (Oxoid) for approximately 24 h at
37°C. Cells were harvested by centrifugation at 5000g,
for 10 min, 4°C and washed twice with sterile saline
solution. The bacterial suspensions were then used
to inoculate the cream at 1% (v/%). In all cases, the
initial microbial concentration was approximately
Tlog cfug™t.

Cell counts

The viability of L. rewzeri was determined during the
storage period (1, 7, 14, 21 and 28 days). For this
purpose, llg from each sample was aseptically
weighed into sterile jars. Samples were blended for
2min at high speed after the addidon of 99 mL of
0.1% sterile peptone water (Oxoid) and submitted to
serial diludons with the same diluent. Each dilution
was spread-plated, in duplicate, on MRS agar at 37°C
for 48h using Gas Pack Jars (BBL Microbiclogy
Systems). Coelony-forming units (cfu/g) were counted
and the results were expressed as their log, o values.

Physical—chemical analysis

The pH values were determined at 0, 7, 14, 21 and
28 days with a pH metre (Orion model 410A}, which
was calibrated with buffer solutions supplied by the
same trademark. The product mean compositdon
{moisture, ash, fat and protein content) was deter-
mined in the final product in triplicate samples. Ash
was determined according to AOAC 945.46. Moisture
was determined using the drying oven method, by
drying a representative sample in an oven (AOAC
925.04). Protein (AQDAC 991.20) was estimated by
measuring the product nitrogen content by the
Kjeldahl method and multiplying it by a conversion
factor (6.38). Fat (AOAC 989.05) was determined
through lipid, extraction with ethyl ether, using the
Soxhlet device (Association of Official Analyrical
Chemiists 2000). The carbohydrate content was
calculated by difference to achieve 100% of toral

content. The metabolic energy was determined using
the empirical method proposed by Livesey (1995).

Sensory analysis

Sensory evaluation (degree of likeness) of all treat-

ments was carried out employing a nine-point no-

structured hedonic scale where ‘1’ represented ‘like

greatly’ and ‘9’ ‘dislike intensely’. One hundred and

fifteen - untrained panecHists from the Faculty of
Medicine of Zulia University took part in this study.

White plastic plates labelled with three digit codes

from a random number table were used to conceal the

identity of the cream samples. Samples (20 g) of each

cream and the respective tools for degustation

(napkins, knives, unsalted cracker) were served in

random order to the panellists, isolated in partitioned
booths illuminated with white fluorescent light. Glass

of water was provided between the samples to clean

the palate.

Statistical analysis

For physical—cheniical and microbiological variables,
the cxperimental design was a randomized block.
Analysis of variance (ANOVA) was applied using
PROC-GLM of SAS (1997). When the effects proved
to be significant, Tukey test for comparison of means
between treatments was used. For the stadstical
analysis of sensory evaluation non-parametric test of
Kruskall—-Wallis was used.

Results and discussion
Chemical composition

Table II shows the mean values for moisture, protein,
fat, available carbohydrates, fibre, ash and caloric
energy of the different formulations. As expected, the
results of this study show a significant difference
(P < 0.05) in protein content of the formulations. The
product formulated with pigeon pea {B) resulted in a
higher protein content 8.19 * 0,21 than the product
made with oarts (C), with a value of 4.26 = 0.25
(P < 0.05), while treatments with pigeon pea and oats

Table II.  Chemical composition (g/100 g) of the different creams made from pigeon pea and cats.

Formulations™

Variables A cC D
Moisture 61.63 + 1.02 61.18 + 0.85 61.00 = 0.98 61.53 + 1.84
Protein 7.60 = 0.28° 8.19 + 0.21° 4.26 + 0.25° 7.58 + 0.22°
Grasa - 8.06 % 0.70° 7.55 % 0.55" 9,38 * 0.65° 8.07 = 0.59°
Carbohydrates 21.24 + 0.60° 21.64 * 0.83* 23.94 + 0.70° 21.39 * 0.69°
Fibre 2.12 + 0.35° 2.86 * 0.31° 2.26 + 0.32° 2,14 £ 0.30°
Ash - 1.44 £ 0.31 1.44 + 0.24 1.42 *0.19 1.43 + 0.32

Caloric energy 185.62 + 4.74"

181.55 + 5.53%

197.04 = 0.28° 188.51 * 4.36°

abepfeans with different superscripts within a row differ significantly (P < 0,05); * A, oats and pigeon pea; B, pigeon pea; C, oats; D (control)

Oats and pigeon pea without L. reuteri.



y UMA on 04/27/12

For petsonal use only,

Int J Food Sci Nutr Downloaded from informahealthcare.com b

4 Y. Barboza et al.

preparations (A) showed intermediate values of
7.60 = 0.28. The control formulation (D) reported
values of 7.58 = 0.20.

These results may be due to treatment B was
prepared with the highest proportion of pigeon pea
and in the formulation A 20% of pigeon pea was
replaced by oats and C oats only which protein content
is lower {9.6%). The quality of a protein depends on
the relationship between the quantity and - quality of
amino acids; thus, the combination of cereal such as
oats and legumes is very helpful, because the amino
acids of boeth.types of food are combined to form a
complete protein.

‘From' the data shown in Table II, there was
significant difference between treatments in fat
content. Treatment C had a higher percentage of fat
than A, B and D. This could be explained by the
presence of oats (7% fat), in comparison with the
values of pigeon pea which contributes only between
1.2% and 1.3% fat. Fat content, concentration and
type of proteins, sugars and pH of the product are the
factors that could affect the probiotic growth and
survival in food. Therefore, product formulation can
be manipulated to aid their efficacy. Same probiotic
strains could vary in functional and technological
properties in the presence of different food ingredients
(Ranadheera et al. 2010},

The use of cereal-legume blends provides a better
nutrient profile including an improved amino acid
pattern. However, the main limitation in the biological
utilization of cereals and legumes or their blends is the
presence of high amounts of antinutrients such
as phydc acid, polyphenols, trypsin inhibitors
(Vidal-Valverde et al. 1993) and flatulence-causing
oligosaccharides (Singh 1998). Fermentation with
probiotic organisms is an important process, which
significantly lowers the content of antinutrients
improving the digestibility (Sangeeta and Neelam
2001; Khattab and Arntfield 2009), and also provides

optimum pH conditions for enzymatic degradation of

phytate which is present in cereals in the form of
complexes with polyvalent cations such as iron, zinc,
calcium, magnesium and proteins. Such a reduction in
phytate may increase the amount of soluble iron, zinc
and calcium several folds and thereby improves the
nutritive value of food grains (Chavan and Kadam
1989). Thus, if a cereal -legume-based food mixture is
fermented with probiotic organism/s, it may not cnly
improve the nutrient profile but also exert beneficial
health effects.

For moisture and ash, no significant differences
(P> 0.05) were detected between the formulations.
Mean values found for moisture ranged between
61.00% = 0.98 and 61.63% = 1.02, which is evident
as the amount of water was equal for the four
treatments. Significant differences were detected
(P < 0.05) in relation to carboliydrate and calories in
the formulation C. The B treatments had a higher
proportion of fibre (P < 0.05). It is important to note

that the addition of L. reuteri in the products did not
alter the nutrient content. '

Viability of L. reuteri during cold storage

Probiotic products are usually standardized based on
the presumption that culture viability is a reasonable
measure of probiotic activity; thus, the ability of the
strain to attain high cell population is of primary
importance. The viability of probiotics in a food
matrix depends, among many other factors, on the
strain selected, the interactions between the microbial
species present, the production of hydrogen peroxide
due to bacterial metabolism and the final acidity of the
product (Vasiljevic and Shah 2008). Therefore, the
adaptability of the probiotic in the substrate is a very
important criterion in the selection procedure of a
suitable strain (Oberman and Libudzisz 1998).

In our case, viable counts of L. reuteri during cold
storage of creams A, B and C are presented in Figure 1.
The initial concentradon (7 logcfu/g) on day 0 was
significantly affected (P < 0.05) after day 1, increasing
the initial cell population (more than 1log cycle for
cream A). All creams have mean values during the
first day of storage ranging from 8.45 (A) to
7.80logcfu/g (C), which decrease significantly
(P << 0.05) after 7 days of storage. At the end of the
storage period (day 28), an increase in Lactobacili
population was registered with the formula A (pigeon
pea and oats) with a value of 8.06 while B and C had
numbers of 7.45 and 7.43 cfu/g, respectively. Hence,
the combination of pigeon pea and oat was the most
efficient in sustainirig the viability of the organism,
with a significant increase at the end of the storage
period. These results indicate that these types of
creams would be a suitable vehicle for probiotic
bacteria. This consideration agrees with the con-
clusion abourt a careful selection of a food matrix to
develop probiotic products (Ranadheera et al. 2010).

A concentration of approximately 107 viable cells/g
product at the time of consumption is considered
functional (Gomes and Malaca 1999; Shortt 1999);
others researchers suggest concentration levels above
108 cfu/g (Micanel et al.1997). In our work, all creams
recorded values above 107 cfu/g. Possibly, the presence
of high levels of essential growth factors such as amino
acids, carbohydrates, B vitamins- and minerals in the
creams made with pigeon pea and oats may have
promoted the growth of L. reuteri, which demonstrated
that this microorganism could survive in creams at
sufficient levels (> 107 cfu/g) for 28 days.

The food formulation strongly affects the viability of
probiotics during storage (Martila-Sandholm et al.
2002; Saarela er al. 2006). In addition, it has been
reported that populations of L. reuter: strains are less
variable because production of reutericyclin (Ginzle
and Vogel 2003) and reuterin (Axelsson et al. 1989)
appears to contribute markedly to their stability and
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Figure 1. Viability (mean values) of L. reureri ATCC 55730 in creams A, B and C during refrigerated storage.

persistence in certain foods products and suppress the
proliferation of bacterial pathogens.

Up to date, no available literature was found on the
growth of L. reuteri on substrates such as pigeon pea.
Most of the studies excluding milk have been made
using cereals such as oars, barley, wheat and maize
(Kedia et al. 2007). Oat, one of the major sources of
beta-ghican, which is recognized as the' main functional
component of cereal fibre (Angelov et al. 20086) is too
commonly used to perform probiotic studies.

The results obtained in our work are consistent with
previous reports. Marklinder and Linner (1992) used
an enteral solution based on oat which contained lactic
acid bacteria including L reureri, which reached values
of 10° cfu/ml. They concluded that oatmeal is a
suitable substrate, Another similar study indicates that
the number of L. reuteri increased significantly during
the administration of preducts such as oatmeal
soup supplemented with barley, malt and enzymes
(Johansson et al. 1993).

6

Moreover, similar results for the viability of L. reuters
were observed in other foods. L. reuteri ATCC 55730
had the highest viability (10° cfu/ml) after 30 days of
storage and during fermentation of non-dairy, oat-
based products (Martensson et al. 2002). In general,
the oat-based products were shown to be a suitable
support for these intestinal bacteria.

Charalampopoulos et al. (2002) have done exper-
iments with different cereals to determine the main
parameters to be considered in the growth of probiotic
microorganisms. L. reuteri NCIMB 11951 reached a
cell population that ranged from 7 to 9logcfu/g,
and notes that the main factors that inhibit growth
are the pH and nutrient limitadon. In 2003,
Charalampopoulos et al. (2003) reported that many
cergals supported the growth of probiotics with some
differences. Malt medium supported the growth of all
.examined strains (L. reureri among others) better than
barley and wheat ‘'media due to its chemical
composition. On the other hand, Hekmat et al
(2009) considered that L. reuteri RC-14 seems to be

—i&— Cream A (Pigecn pea and oat)
—+— Cream B (Figeon pae)
—i— Cream C {Oat)

4.5

=]

Figure 2.
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Mean pH values obtained for the different creams A, B and C studied duting refrigerated storage.
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Table III.  Average of the sum of ranges* for the organoleptic
characteristics of the legume-based products and L. -reuteri.

Formulationst

Attributes A B C D

Colour 65.07 (2.88) 58.33 (2.71) 76.97 (3.40) 64.01 (2.82)
Texture  63.88 (3.08) 59.25 (2.81) 76.80 (3.67) 62.79 (3.01)
Tastes 66.82 (2.86) 70.94 (3.27) 71.19 (3.19) 63.59 (2.81)

* For the panellists, when the value is lower, the degree of likeness is
greater; T A, oats and pigeon pes; B, pigeon pes; C, oats; D (control)
oats and pigeon pea without L. reuteri.

adversely affected by factors such as acidic condition
of yoghurt.

Evolution of pH values during storage creams

The mean pH wvalues obtained from the different
creams A, B and C are shown in Figure 2. It is noted
that despite the significant differences between days 0
and 28, the pH decreased only to 5.02 = 0.06 in
cream A, 5.09 = 0.04 in ¢cream B and 5.10 *= 0.02 in
cream C. These results are consistent with those
reported by Muthukumarasamy and Holley (2005),
who reported than when L. reuteri was used alone, the
organism was incapable of adequately fermenring
meart batter. Therefore, if probiotic organisms are
weak lactic producers like L. reuters, their value as
probiotics in dry fermented sausage depends on their
ability to survive during the ripening process.
Hidalgo et al. (2005) have reported that the poor
milk acidification ability observed in L. reuzeri may be
more related to a weak proteolytic system than to
deficient B-galactosidase activity or that there may be
additonal factors that affect the ability of L. reuteri to
acidify milk. In that study, supplementation of milk
with casein peptone allowed them to confirm these
observations, since L. reureri was characterized by both
higher cell concentration and higher specific growth
rates compared with those obtained with milk alone.
Similar results were reported previously by
Xanthopoulos et al. (2000) regarding poor acidifica-
tion. Lucas and Donawa (1991) has reported that the
natural buffering capacity of pigecon pea might
be adequate to ensure high rates of survival of
Lacrobacillus. ‘Therefore, if the organism is a weak
acid producer its value as a probiotic in cream depends
on its ability to survive during storage.
Physical-chemical properties of food carriers used
for probiotic delivery, such as buffering capacity and
pH, are the significant factors that influence survival of
the probiotic. Food formulations with appropriate pH
ranges and high buffering capacity would increase the
pH of the gastric tract and hereby enhance the stability
of probiotics (Kailasapathy and- Chin 2000; Zarate
et al. 2000). In this study, one facror that contributes

to the buffering capacity could be the protein content
of the creams,

Sensory evaluation

The results of sensory evaluation (Table IIT) indicate
that all the creams had a high degree of likeness for all
attributes evaluated. No significant difference
(P> 0.05) in sensory quality was found between
control and formwula A. In relation to the flavour, a
score that ranged from 2.86 to 3.27 was reported
(when the value is lower, the degree of likeness is
greater).

The results of this study agree with other researchers
{Stanton et al. 1998; Aragon-Alegro et al. 2007;
Correa et al. 2008) who have incorporate cultures of
Lactobacillus in products such as chocolate mousse,
cheddar cheese and coconut flan. The authors
reported that the products exhibited flavour, texture
and composition comparable with those of the control,
indicating that the addition of lactobacilli had no
adverse effect on sensory criteria, and did not alter its
composition, as observed in the present study with
pigeon pea and oats cream.

Fermentation leads to a general improvement in the
shelf life, texture, taste and aroma of the final product.
During cereal fermentations, several volatile compounds
are formed, which contribute to a complex blend of
flavours in the products (Chavan and Kadam 1989). The
presence of aromas representative of diacetyl, acetic acid
and butyric acid make fermented cereal-based products
more appetizing (Blandino et al. 2003).

Conclusion

The present work is the first study investigating the
potential use of L. reyteri (and specifically L. reuteri
ATCC 535730} in pigeon pea and oat-based products,
and shows that this type of substrates is suitable and
can support a high level of vigble cells during
refrigerated storage for 28 days. The viability of the
microorganism was always above the recommended
levels of 10°~107 cfu/g. All the creams had a high
degree of likeness for all attributes evaluated. The
addition of L. reureri did not affect colour,
flavour, texture and chemical composition of the
creams. Also, the combination of oats and pigeon pea
is very helpful, because the amino acids of both types
of food are combined to form a complete protein and
could be used as a means of resolving rhe problem of
malnutrition associated with the consumption of
cereal-based foods. Hence, the addition of L. reuter:
to creams resulted in a product with great potential as
a functional product with excellent sensory
characteristics.
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Abstraet: The purpose of this research was to fortify and evaluate some nutritional properties of a new product
(corn pancakes), prepared with tender corn and bovine plasmatic protein. In doing so, two products were
formulated. Both products were analyzed to defermine their yield as well as their content of protein, fat, fiber,
moisture, ash and essential amino acids. In addition to that, microbiological quality, degree of likeness, protein
efficiency ratio and digestibility were also analyzed. All the results showed that the product containing bovine
plasma had a higher yield, moisture and protein content (p<0.05). In almost alt cases, the product containing
bovine plasma met or exceeded the established ideal requirements of essential amino acids. The Protein
Efficiency Ratio (PER), shows that the animals fed with the experimental diet, showed a weight gain of 2.64
g per each g of protein intake. Corn pancakes had acceptable sensory score 88.4% for taste and 95.3% for color.
In conclusion, due to its acceptability and highly nutritious value, the product containing bovine plasma could
be used as an alternative to help solve the nutritional problems the population is facing these days.

Keywords: Amino acid, bovine plasma, chemical composition, corn pancakes, nutritional quality

INTRODUCTION

The growth of world demand for protein-enriched
products generates a great interest in the search of new
protein sources of higher nutritional value and, therefore,
in the use of cutting edge technologies to achieve that
goal. Blood plasma protein has been extensively used
because of its functional and nutritional properties (Tybor
and Dill, 1975; Méarquez ef al., 1997; Viviane ef af., 2003;
Del Hoyo et al., 2008; Herrero et al., 2009; Rodriguez
et al., 2010). Various food applications for blood plasma
have been reported in the literature. Blood plasma has
been incorporated into preducts such as cookies, pasta,
meat products, protein-based films, Lactobacillus culture
medium etc, (Barboza ef al., 1997; Yousif et al., 2003;
Viana et al., 2005; Benitez et al., 2008; Salgado et al.,
2011; Rodriguez et al., 2011).

The main functional properties of plasma proteins are
the ability to produce and stabilize foams and emuisions
and the ability to form heat-induced gels (Suter e al.,

- 1976; Pares et al., 1998; Cofrades ef al., 2000; Pietrasik
et al., 2007). Studies on gelling, emulsifying and foaming
abilities suggest that plasma could replace some
widespread ingredients, such as egg albumen and may

increase their nutritional value (Ragker et al., 1995;
Viviane et al., 2003; Davila et al., 2007; Del Hoyo et al.,
2008).

Plasma proteins have good functional properties, thus
making it easy to incorporate them into protein-deficient
foods for improving their nuiritional and fimctional
properties.

Maize contains 7-13 g/100 g proteins. However, the
quality of maize proteins is poor, because they are
deficient in the essential amino acids lysine and
tryptophan and hence should be supplemented with
proteins rich in these amino acids so as to optimize the
utilization of the proteins supplied in the diet (Milan-
Carrillo et al., 2006). -

Three approaches have been iried: genetic
manipulation, processing and fortification (Ortega and
Bates, 1983; Ayala et al., 2009; Gémez-Galera et al.,
2010; Naqvi ez al., 2011). There have been many efforts
to fortify maize, with outstanding results, but
unfortunately fortification has not been implemented to a
large extend (Ortega and Bates, 1983). .

In Venezuela com is used to prepare arepa (Cuevas
et al., 1985) and corn pancakes. The introduction of new
food products with organoleptic characteristics similar to
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the traditional ones, would contribute to better and faster
consumer acceptability; so every technique, aimed to
improve and increase the nutritious value of any particular
food, intended for human consumption, represents a
challenge. Therefore, the purpose of this research was to
fortify and evaluate a new product (corn pancakes),
prepared with tender corn and bovine plasmatic protein,
which could be used as food alternative for the
population.

MATERIALS AND METHODS

Blood samples and separation of plasma proteins:
Blood was obtained from an industrial slaughter house
using sterile bleeding containers containing sodium citrate
as anticoagulant (2% w/v final concentration). The blood
was immediately taken to the laboratory, where it was
centrifuge (INTERNATIONAL™ K N° 69984M23) at
2500 x g for 30 min to separate the red cells and plasma.
Plasma was kept at 4°C until use. '

Raw material: The tender corn (Zea mays L.} was
obtained from a local supermarket. It was then peeled
and the kernels were separated from the cob using a
stainless steel knife and kept in sealed plastic
containers.

Experimental design and formulation: The
research was done in two phases. The first one
helped determine the feasibility of using bovine
plasmatic protein as a fortifying ingredient in the
preparation of corn pancakes. In doing so, several
formulas were attempted in order to select one, which
would allow the use of the greatest amount of plasma
without affecting the mixture, when being processed
to obtain the final product. During this research, a
total of 6 formulas were presented namely A, B, C,
D, E and F. Formula A (control, without plasma) was
made with 53.5% tender cormn and 40% water;
formula B contained 65.5% tender corn and 30%
plasma; formula C had 58.5% tender corn and 35%
plasma; formula D was made with 53.5% tender com
and 40% plasma; formula E contained 48.5% tender
com and 45% plasma; finally, formula F was made
with 43.5% tender corn and 50% plasma. The rest of
the ingredients, sugar (6%) and salt 0.5%), were
added in equal proportions to all formulas.

Table 1: Ingredients (2/100)

Formulation
_Ingredients A (%) D (%)*
Tender corn 53.5 535
Water 40 -
Plasma - 40
Sugar 6 6
Salt 0.5 0.5

* (A: Control; D: Product formulated with plasmatic protein)
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During the second phase, a total 0f 216 samples (108
without plasma and 108 with plasma) were prepared
during a period of 3 months, at a rate of 36 “com
pancakes” every 15 days (6 batches). The D formula was
selected out of all formulas. The ingredients used to
prepare formulas A (control) and D are shown on Table 1.
The kernels were separated from the cob and processed
for one minute in a blender (ELECTROMASTER™),
Then the rest of the ingredients were added and processed
for another minute. Following that, the mixture was
divided into portions of 100 g and cooked for 1 min then
turned over and cooked for another minute, using a
Teflon® frying pan. To complete the cooking phase, the
corn pancakes were turned over again to the original side.
The corn pancakes were packed in individual plastic bags
and stored in a refrigerator at 4°C for 1,2, 3, 4 and 5 days.

Cook yield: Cooking yield of corn pancakes was
determined by measuring the weight of six units for each
batch and calculating weight differences for corn
pancakes before and after cooking according to the
following equation:

Cooking yield (%) = Cooked weight x 100
Raw weight

Chemical amalysis: A total of 6 units (corn pancakes)
were selected randomly from each batch. They were
homogenized using a food processor (OSTER™ ) and kept
refrigerated at 'a temperature of 5°C until they were
analyzed. The content of proteins, fat, crude fiber, ashes
and humidity of the final product were determined
following the method established by (AOAC, 2004). The
metabolic energy was determined using the empirical
method proposed by Livesey (1995).

Amine acid analysis: Amino acids were analyzed by
high performance liquid chromatography. A Shimadzu
model LCC-6A HPLC, equipped with a FLD-6A
fluorescence detector, two LC 6A pumps, a SCL-6B auto
injector, CTQ-6A column oven and C-R4A chromatopack
integrator was used throughout the experiments,

An altex ultrasphere ODS, C-18, 15 ¢cm length x 4
mm 1D, 5 um column was used. Two solvent systems
were used. Solvent A was composed of acetate buffer
(0.05 M), methanol and tetrahydrofurane (80:19:1).
Solvent B was composed of methanol and acetate buffer
(80:20). A Sigma laboratory standard solution 50
pmel/ml. amino acid concentrations was used as a
reference.

A precolumn derivatization of the amino acids was
performed. Samples of 0.02 mL were injected into the
column. Flow rate was 1 mL/min. Fluorescence was read
at 470 nm with an excitation wave length of 350 nm. Peak
areas were used for quantitative calculations.
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Biological tests: The protein quality of the product, made
with tender corn and bovine plasmatic protein, was
determined by means of using the Protein Efficiency
Ratio (PER) and the Apparent Digestibility (AD),
foliowing the methods propesed by the AOAC (2004). To
do so, 20 recently weaned Sprague Dawley male rats were
used. They were divided into groups of 10 and placed in
individual galvanized wire-net-floor cages, under the
same environmental conditions, which are temperature,
air and lighting (12 h light/12 h darkness). Before starting
the research, the rats were acclimatized for 3 days; one
group was fed a controlled diet based on casein and the
other was fed with the product made with tender corn and
plasmatic protein, previously dehydrated at a temperature
of 100°C on a 3536 LAB-LINE™ conventional stove.

The food and water intake was provided ad libitum.
The apparent digestibility was measured during the first
ten days of the research; while the protein efficiency rate
was taken on the 28" day.

Sensory assessment: A untrained panel of 215 children
of both sexes, whose ages ranged from 10 to 14 chosen
from the fifth and sixth grade of a local elementary
school; assessed cooked corn pancakes for two sensory
attributes colour and taste for degree of likeness. White
plastic plates iabeled with four digit codes from a random
number table were used to conceal the identity of the corn
pancakes samples. Samples (50 g) were served in random
order to the child, isolated in partitioned booths
illiminated with white fluorescent light.

The product was offered once a day, during school
week, to cach fifth and sixth grade section; in both,
morning (9:00 AM) and afternoon (3:00 PM) sessions.
Water was provided to each child as a means for
cleansing and rinsing their palates between each sample.
All data was recorded on an instrument designed for such
purpose using a 5-point hedonic scale. The evaluation
scale was as follows: I like it very much, I like it, it makes
no difference to me, I do not like it very much and T do
not like it at all.

Microbiological analysis: Eleven grams from each
sample were aseptically weighed into sterile jars, Samples
were blended for 2 min at high speed afier the addition of
99 mL of 0.1 peptone (Oxoid, Basingstoke, UK) solution.
Aliquots (1 mL) of sample were Serially diluted in 9 mL
of sterile 0.1 peptone solution. Sevenfold serial dilutions
were carried out. Each dilution was spread-plated and
duplicated, on plate count agar (Difco Laboratories,
Sparks, Md) for enumeration of total viable counts at
35°C for 24 to 48 h, Petrifilm plates were used to
determine (in duplicate) coliform count, E. coli count and
fungus and yeast. The procedures followed were those
developed and outlined by 3M™ (St, Paul, Minn). The

Table2: Mean values (g/100) of cooking yield and chemical
composition of corm pancakes

Attributes Formulation A* Formulation D*
Cooking yield 77.17x0.16"° 80.74+0.16°
Humidity 58.58+0,12" 63.28+0.12°
Protein 3.540.04° 6.47+0.04°

Fat 0.93:+0.02 0.98+0.02
Fiber 1.450.04 1.400.04
Carbehydrates 26.03+0.02 - 269740.02
Ash 0.80+0.02 0.900.02
Caloric energy (Kcal,) 126,65:.04 ° 136.82+0.04°

Means with different superscript differ significantly (p<0.05) as
indicated by LSD procedure; * (A: Control; D: Product formulated with
plasmatic protein)

manufacturer’s written instructions were followed.
Bacterial counts were transformed to logs.

Statistical analysis: The statistical analysis of the final
results was performed using a mixed model, which
included the fixed effect and the random effect of the
sample on the observations. The differences between
means were obtained with T student tests. Data was

.analyzed by the general linear model procedure of the

Statistical Analytical System (SAS PROC GLM, 1997).
The predetermined acceptable level of probability was 5%
(p<0.05) for all comparisons.

RESULTS AND DISCUSSION

The D formula was selected out of all formulas; since
it allowed the greatest addition of plasma (40%), without
affecting the technical handling of the mixture or the
organoleptic characteristics of the final product. Table 2
shows the mean values regarding cock yield, moisture,
protein, fat, raw fiber, carbohydrates, ashes and caloric
energy for formulas A (without plasma) and D (with
plasma).

Cook yield: Significant differences were found between
the two of them (p<0.05). The formula with plasma
presented the highest yield (80.7440.16 g/100) while the
one without plasma had lower yield (77.17+0.16 g/100).
The higher yield, given by the product with plasma, could
be attributed to the binding properties of the plasmatic
protein. Barboza et al. (1996), point out that the positive
effect, the bovine plasma has over the yield and the
binding action, is due to its unique gelation property. In
addition, if it is used at a protein concentration of 4.5%,

‘this property will not be affected by refrigerating or
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freezing temperature.

Many researches have confirmed the gelation
property of proteins to be a fiinctional one, essential in the
preparation of various types of food; since it increases
water absorption, thickness, stickiness and emulsion.
Mirquez ef al. (1997) point out that the use of plasma
instead of water, when preparing meat products, improves
their yield; since the gel it produces helps retain fat and
water, thus reducing product loss at the moment of
cooking.
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Table 3: Essential amino acid profile (g/100g of protein) of product
formulated with plasmatic protein and tender com and amino

acids profile reported by FAQ/WHO

Product with FAQ/WHO (1991)*

Amino acid plasmatic protein (standard)
Histidine 3.89+0.27 1.9

Isoleucine 3.82+0.33 28

Leucina 9024042 6.6

Lysine 5.7240.20 58

Methionine 1.60£0.45 2.5%*
Phenylalanine + tyrosine  7.2240.64 6.3

Threonine 4,43+0.33 34

Valine 4.02+0.42 35

Food and Agriculture Organization/World Health Organization; **:
Methionine + cisteine

The gel-forming ability upon heating is probably the
most interesting attribute of plasma, because many food
products go through a thermal treatment prior to
commercialization. Under appropriate conditions, a three-
dimensional network may be formed, contributing to the
development of the internal structure of the foods such as
desirable texture characteristics and improved properties
like water holding capacity (Hermansson, 1982). It has
been shown that protein interactions played a key role in
the development of the gels physical properties and this
behavior had to be taken into account partlcularly because
the use of plasma proteins as ingredients in the food
industry is influenced by the proportion of each major
constituent in the formulated functional products (Davila
et al., 2007).

Moisture, proteins, fat, raw fiber, carbohydrates and
caloric energy: A significant difference (p<0.05),
regarding moisture, was found between the iwo formulas.
The product with plasma showed a higher moisture
content (63.28 g/100); it was probably due to the fact that
the proteins found in the plasma denature during cooking,
thus causing the product retain additional humidity and
therefore making it softer. Therefore, retention of water in
corn pancakes is important since excesswe water loss
makes an unacceptable product.

Fulfilling all expectations, the results of this research
indicated there were significant differences between the
two formulas, regarding protein content (p<0.05). The
product with plasma showed a have higher protein content
(6.47+0.04 g/100), while the one without plasma showed
to be (3.54+0.04 g/100). This could be attributed to the
fact that the addition of plasma increases the low protein
content of the product. This indicates that the addition of
plasma, which is high in the amino acid lysine, produces
a positive nutritional effect in the resulting product.
Inciuding this product in the children’s diet would
contribute to satisfy the standard protein daily
requirements.

From the data shown in Table 2, there was no
significant difference between the two products in fat
content; this could be attributed to the minimum
concentration of fat found in plasma and the low
percentage (1%) of it found in tender corn (Bressani and
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Table 4: Protein quality of cam pancakes prepared with tender corn

and plasmatic
Parameters "Control diet Experimental diet
Apparent digestibility (%)  78.94 81.08
PER 3.0340.80 2.64"0.78

Means with different superseript differ significantly (p<0.05) as
indieated by 1.SD procedure Diet based on casein

Mertz, 1988). This research revealed that the product with
addition of plasma represents an important source of fiber
(1.40 g). The content of ashes was similar in both
formutas.

Amino acids: Once the results, obtained from analyzing
the product with plasma, were compared to the profile of
essential amino acids (Table 3}, proposed by the Food and
Agricuiture Organization/World Health Organization, it
was clearly shown that they are above the standard
requirements; with the exception of methionine, which
could not be compared to the parameter established by the
(FAO, 1991), since these institutions report its value as
the sumn of sulfur amino acids (methionine + cysteine). As
it was indicated previously, the corn quality is limited due
to its deficient in of certain essential amino acid,
especially lysine and tryptophan; however, it contains
sulfur amino acids such as methionine and cysteine
{Bressani and Mertz, 1988).

Animal blood proteins are similar fo egg proteins,
which are considered well balanced, where the essential
amino acids are found in adequate proportions; however,
due to the deficiency in isoleucine and methionine found
in the blood, it should be supplied along with other
proteins which can compensate forthe deficiency of these
amino acids (Marquez e/ al., 2005). This research
determined that the combination of methionine and lysine
found in corn and plasma respectively, helped obtain a
product with a higher protein value.

Biological evaluation: Table 4 shows the apparent
digestibility and the protein efficiency ratio of the product
with plasma. According to the results, experimental diet
proteins are very digestible; considering that out of the
total protein ingested (4.30 g) only 18,92% was excreted
while the rest (81.08%) was digested. Oropeza and Ortiz
(1989) reported lower digestibility values (66.54 and
70.25%), compared to the ones reported by this research,
sfter testing several tender hybrid corn kernels; while
other authors have reported a plasma digestibility that
ranges between 83 and 92% (Del Rio de Reys erf al.,
1980).

The Protein Efficiency Ratio (PER) obtained in this
research, shows that the animals fed with the experimental
diet, experienced a weight gain of 2.64 g per each g of
protein ingested; which confirms that the proteins used in
the formula are capable of sustaining and helping the
growth of young animals.

Oropeza and Ortiz (1989), after evaluat:mg the
kemnel’s protein quality of several corn hybrids through
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Table 5: Sensorial evaluation of corn pancakes prepared with tender

corn and piasmatic protein
Degree of likeness percentage/formulation

Scale taste.colour D *% A*% D*%  A*%
I like it very much 884 879 953 94.9
Ilike it 102 ~ 88 47 42 .
It makes no difference 0.9 33 0.9 0.9

A: Control; D: Product, with tender corn and plasmatic protein

Table6: Mean values (log cfi/g) for aerobic plate count (RTA), E. coli
and fungus and veast (HL) in corn pancakes prepared with

tender coin and plasmatic protein
Days RTA EC HL
0 2.52%0.04 <i+0.0 <1%0.01
1 4.02°+0.02 <100 1.24%+0,02
2 4.45%:0.04 <1+0.0 2.56°+0.04
3 5.00°£0.02 <1+0.0 3.26%0.03
4 5.99°40.02 <10.0 3.78%0.03

a, b, ¢, d: Means with different superscript differ significantly (p<0.05)
as indicated by LSD procedure

biological and chemical tests, using casein asa
control agent, reported values of 1.57 and 1.74 for corn
and 3.41 for casein control. When comparing these results
to the ones obtained in this research (PER 2.64), it is
evident that the addition of plasma improves considerably
the protein efficiency.

Sensorial evaluation: The result of the degree of likeness
test show no significant difference between the two
formulas; furthermore it was shown that out of all the
children who formed the tasting panel, 88.3% accepted
the product for its taste, while 95.3% did it for its color
(Table 5). The addition of plasmatic protein to the
formula, did not affect the taste or the color. It is
important to emphasize that none of the children showed
total dispieasure for the product.

Even though the texture was not evaluated, it was
shown that the plasma gave the product better consistence
and softer texture; thanks to the functional properties of
the plasma, which as well as the albumin and globulin,
found in egg white make the air intake easier during the
whisking process. Bovine blood plasma proteins are
equivalent in functional aspects to egg albumen (Lee
et al., 1991) providing heat coagulation properties similar
to natural egg in cereal products (Duxbury, 1988).

Microbiological evaiuation: Table 6 shows the results of
the microbiological growth on the corn pancakes during
storage under condition evaluated. The initial total viable
count was 2.52+0.04 log ufc/g at day 0, which indicates
an acceptable initial microbiological quality and no
fungus, yeast, or E. coli were found. These values
increased during storage; reaching on the fourth day,
values of 5.99+0.02 log ufc/g for aerobics and 3.78+0.03

log ufc/g for fungus and yeast. This helped establish the -

shelf life of the product, which can be estimated to be 3
days. The results of this research were interpreted based
on acceptability limitations selected from previous
researches as well as some recommended norms (Curtis
et al., 2000).
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CONCLUSION

After evaluating the results obtained related fo the
product acceptability and protein quality, not only for
having the right amount of essential amino acid but for its
excelleni digestibility and PER, it is evident that this
product could be used as a means of resolving the
problem of malnutrition associated with the consumption
of cereal-based foods due to their low protein conterit.
The plasma gave the product better consistence and softer
texture; thanks to the functional properties of the plasma.
Corn fortification with plasma has led to improvements of
the protein quantity and quality of this food.
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