Optimizacion de las propiedades
sensoriales de una bebida fermentada

elaborada a partir de pan desechado

Trabajo de fin de grado en Nutricion Humana y
Dietetica

Curso: 2024-2025

Alumno: Jorge Manjarrés Alonso

Tutores: Irma Caro Canales y Teresa Siglienza Andrés



GLOSARIO

PDA. Pérdidas y desperdicio alimentario

MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

HMF: (5-hidroximetilfurfural)

BAL: Bacterias acido lacticas

EPS: Exopolisacaridos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
GRAS: Generalmente Reconocido como Seguro (Por la FDA)

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

QPS: Presuncion Cualificada de Seguridad

Log UFC/mL.: Logaritmo de unidades formadoras de colonias por mL



RESUMEN

El desperdicio alimentario es un gran problema a nivel global. Segun la FAO, se desechan
aproximadamente 1300 millones de toneladas de alimentos anualmente. Para
contrarrestarlo, la ONU propone planes de reutilizacion y revalorizacién de alimentos
basados en el concepto de economia circular. En el presente trabajo se emplearon BAL
para dar un segundo uso a restos de pan desechado, elaborando una bebida vegetal

funcional fermentada.

Para la fermentacion, la matriz (harina y agua al 20% p/v), se traté enzimaticamente con
dos enzimas amiloliticas, alfa-amilasa y glucoamilasa, y las BAL seleccionadas se
inocularon a una concentracion minima de 10° UFC/mL empleando cepas y/o cultivos
iniciadores. El proceso de fermentacion se realizé en un bafio de agua a 38°C durante 24

horas.

Finalmente, se llevo a cabo una prueba de aceptacion sensorial de las bebidas elaboradas
con la adicion final de diferentes combinaciones de sabores. Posteriormente, se realizo
un analisis de resultados de la evaluacion sensorial en conjunto con los datos de
parametros de crecimiento microbiano y de pH obtenidos a lo largo del proceso de

fermentacion.

Palabras clave: Desperdicio alimentario, BAL, probioticos, fermentacion, pH, recuentos

microbianos, analisis sensorial.



ABSTRACT

Food waste is a major global issue. According to the FAO, approximately 1.3 billion
tons of food are discarded annually. To counteract this, the UN proposes food reuse and
revalorization strategies based on the concept of a circular economy. In the present
study, LAB (lactic acid bacteria) were used to give a second life to discarded bread

residues by producing a functional fermented plant-based beverage.

For the fermentation process, the matrix (flour and water at 20% wi/v) was
enzymatically treated with two amylolytic enzymes, alpha-amylase and glucoamylase.
The selected LAB strains were inoculated at a minimum concentration of 10° CFU/mL
using strains and/or starter cultures. Fermentation was carried out in a water bath at
38°C for 24 hours.

Finally, a sensory acceptance test was conducted on the beverages prepared with the
final addition of different flavor combinations. Subsequently, the sensory evaluation
results were analyzed together with data on microbial growth parameters and pH levels

obtained throughout the fermentation process.

Keywords: Food waste, LAB, probiotics, fermentation, pH, microbial counts, sensory

analysis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Desperdicio alimentario

Cada afio se pierden grandes cantidades de alimentos que han sido producidos para el
consumo humano. Segun la FAO, el desperdicio alimentario podria alcanzar un total de
1300 millones de toneladas anuales, lo que equivale a un tercio de los alimentos que se
producen en todo el mundo (1). Sobre esto, se debe profundizar en dos conceptos clave
en este &mbito. El primero es pérdida, que hace referencia a la disminucion de alimentos

para consumo humano durante la cadena de suministro.

Esto es mas comun en los paises Sur Global (en vias de desarrollo), donde se desechan
muchos alimentos por la falta de tecnologia y desconocimiento para la recoleccidn,
manejo, conservacion, especialmente con el almacenamiento, la refrigeracion y el
envasado (2) (3). Basicamente, todos estos problemas derivan del nivel economico vy el
retraso en el desarrollo, haciendo que sea mucho maés dificil producir a gran escala sin

comprometer la seguridad y la calidad alimentaria (3).

En cambio, en los paises del Norte Global ("mundo industrializado™)(2), entra en juego
el otro término mencionado anteriormente: desperdicio, que estd directamente
relacionado con el consumidor final, quien, deshecha grandes cantidades de comida por
mala planificacion en la compra, desconocimiento sobre el aprovechamiento culinario o

creencias erroneas en torno a la seguridad alimentaria (4) (5).

Ademas, otra causa de desperdicio alimentario en estos paises, son los estandares de
calidad estéetica que los consumidores imponen a los productos. En algunos casos, estos
estandares son muy altos y los alimentos se eliminan porque no son visualmente atractivos
a pesar de que responden a la normativa alimentaria. Otras causas estan relacionadas con
el mal célculo del stock y del prondstico de venta de los mayoristas y distribuidores, que

se ven en la necesidad de rechazar grandes volimenes de estos productos (3).

Todo esto, genera indirectamente un aumento de la huella hidrica y de carbono, ya que
segun el informe “Emisiones de gases de efecto invernadero en el sistema agroalimentario
y huella de carbono de la alimentacion en Espafia” (6), el desperdicio alimentario es
responsable de una cuarta parte de las emisiones generadas procedentes del sistema
agroalimentario. Asimismo, el medio ambiente también resulta perjudicado de otras
formas, ya que se utiliza aproximadamente un 30% de la superficie agraria global para

producir alimentos que finalmente no se consumen, dando como resultado la



deforestacion de grandes hectareas segun la “Ley 1/2025, de 1 de abril, de prevencion de

las pérdidas y el desperdicio alimentario” (7).
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Figura 1: Cantidad de las emisiones globales que corresponden al sector agroalimentario y division de
éstas (6).

Segun el panel de cuantificacion de desperdicio alimentario elaborado por el MAPA en
2020, se desecharon aproximadamente 25 millones de Kg por semana en los hogares
espafoles. Cerca de 1,4 kg por hogar, siendo las frutas, las verduras y los lacteos los
productos mas desperdiciados. A pesar de que mejoraron las cifras de desperdicio,

siguieron siendo altas, 3 de cada 4 hogares espafioles desecharon alimentos (8) (9).

Fuera del ambito doméstico, casi el 50% de los espafioles desperdiciaron algin alimento,
bebida o aperitivo. De estos, destaca el desperdicio alimentario que alcanz6 los 11,2
millones de kg de desecho, esencialmente de verduras y hortalizas, carne y pan. En

concreto, el desperdicio de pan fuera del hogar fue de 1,5 millones de kg (10).

A largo plazo, la senda del desperdicio sigue siendo decreciente, ya que en el afio 2023 el
desperdicio en hogares disminuyd un 13,2% con respecto al afio 2020. Fuera del hogar,
existe una mejora del aprovechamiento, pero no tan positiva ya que se redujo en un 0,4%
con respecto al afio 2022. Como en el afio 2020, los alimentos mas desaprovechados

fueron verduras y hortalizas, carne y pan (11) (12).

1.2 Concepto y estrategias de la economia circular

El concepto de economia circular nace para ayudar a cambiar los modelos tradicionales,
como la economia lineal, donde el material se extrae del medio ambiente, se procesa y
luego finalmente se elimina. En el modelo circular, esta Gltima parte se omite, porque los
productos utilizados pasan a un nuevo ciclo de produccion que los convierte en nuevas

materias primas. De esta forma, se optimiza el uso de los recursos, asegurando la



eficiencia de la produccion, en palabras de Janez Potocnik, Comisario Europeo de Medio
Ambiente (13).

En la Union Europea, la economia circular es una estrategia politica y econdmica que
busca producir recursos y bienes lo mas eficaz y eficiente como resulte posible,
preservando el medio ambiente y el adecuado uso de materias primas y fuentes de energia.
Esta iniciativa cuenta con el respaldo del Consejo Europeo y del Parlamento Europeo,

que insisten en la importancia de reducir la huella de carbono tanto como sea factible (3).

Esta estrategia es novedosa porque considera los impactos ambientales del producto,
desde su creacion y hasta el final de su la vida util, promoviendo su reutilizacion y

reciclaje (3).

El objetivo final, es crear riqueza y empleo obteniendo un beneficio ambiental y buscando

siempre la constante innovacion (3).

En Espafia, la estrategia europea de economia circular ha servido de inspiracion para crear
cada vez mas campafias y programas de concienciacion y programas de investigacion y
de capacitacion. No solamente para reducir el desperdicio alimentario, sino también, para
mejorar el medio ambiente (14).Ademas, Espafia, tiene una estrategia individualizada de
economia circular con el objetivo de obtener una serie de logros basados en la agenda
2030, que basicamente persiguen reducir la generacion de residuos alimentarios a nivel
tanto de hogar, como en la cadena de suministro; minorista, cadena de produccion,
contribuyendo a incrementar la reutilizacion de productos usados y reducir la emision de
gases de efecto invernadero. Otras estrategias recogidas en la mencionada agenda , se
centran en contribuir a un uso correcto del agua doméstica y en aumentar la eficiencia
energética de cara a cumplir con lo acordado en el acuerdo de Paris (15).Otras medidas
que adopta esta agenda, es la de dotar de libertad a las comunidades autbnomas para
implementar sus propias politicas institucionales, cuyas medidas estan en pleno aumento
(14).Todas estas medidas estiman buenos resultados a largo plazo segun las
comparaciones de desperdicio alimentario anual realizadas por el MAPA, a través del

“Panel de cuantificacion del desperdicio alimentario en hogares” (8).
* Formas de reutilizacion alimentaria

Existen diferentes formas para reintroducir un alimento a un modelo de economia

circular, por ejemplo, la introduccion de desechos como manzanas, tomates, zanahorias



0 patatas en piensos para animales de consumo humano. Otro posible uso, puede ser con

fines cosméticos, ya que los carotenoides en cremas protegen del dafio oxidativo al igual

que subproductos citricos (3). Otro método, es la digestion anaerdbica de los residuos

alimentarios, este procesado permite, por un lado, utilizar el desecho como fertilizante de

hongos o de vegetales y por el otro lado, como biogas o como HMF (precursor de resinas

y biopléasticos). El Gnico inconveniente es que la bioconversion a metano a veces es

ineficiente, siendo necesario algln pretratamiento como la extrusién mecénica, quimica,

bioldgica o térmica, como ejemplificacion (16).
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Figura 2: Diagrama de flujo sobre la reintroduccidn integral de alimentos a un nuevo ciclo de vida til a

través de distintas etapas y utilizando técnicas de valoracién mdltiple para maximizar la obtencién de

diferentes compuestos (16).

Como se puede observar en la Figura 2, la hidrolisis enzimatica rompe los enlaces al1-4

con ayuda de la a-amilasa para formar glucosa libre. Esta glucosa libre es utilizada por

las BAL como sustrato para iniciar la fermentacion en una matriz y producir

principalmente acido lactico y al mismo tiempo, el residuo sobrante, se puede aprovechar

separando su parte sélida (dara lugar a biometano) de la parte liquida que se usara para

producir hidroximetil furfural y fracciones mas pequefias de seis moléculas llamadas

oligémeros (se obtiene como resultado HMF y polimeros diversos) (16).

Recientemente se estan usando los desechos alimentarios como alimento de larvas de

mosca soldado-negra (BSFL), que son capaces de convertir residuos inservibles en

proteinas y grasas de alto valor bioldgico para animales (3).

Otro uso reciente del alimento o de sus estratos, es la microencapsulacion, el secado o el

liofilizado para obtener minerales, fibras, vitaminas u otras sustancias para multiples



fines, especialmente farmacéuticos. Con los futuros avances en biotecnologia aplicada a

residuos organicos, cada vez serdn mas préacticos y escalables estos procesos (17).

* Procesos tecnoldgicos utilizados en la reintroduccion de residuos alimentarios a

la cadena de produccion y consumo de alimentos

Existen diferentes formas de pretratamiento entre las que podemos mencionar; fisicas,
quimicas, térmicas y bioldgicas. La eleccion de pretratamiento viene determinada por el
tipo de desecho. Dentro de los pretratamientos fisicos encontramos fundamentalmente
maquinas mecanicas de alta presion. En este apartado destaca la extrusion, una técnica
que combina el tratamiento térmico debido a que, por un breve periodo de tiempo, se
somete al alimento a alta temperatura y presion, con la intencionalidad de que sus
polimeros se degraden en unidades mas sencillas, permitiendo romper estructuras
complejas, algo que también sucede en el tratamiento industrial con microondas que es

otra forma de pretratamiento térmico (18).

Dentro de los tratamientos biologicos, se encuentra la hidrélisis enzimatica, una técnica
eficiente para la produccion de multiples componentes sencillos, es decir monosacaridos
0 aminoacidos, a partir de la matriz integra, como se explicé anteriormente mediante la
Figura 2. Esta técnica también se puede llevar a cabo mediante una hidrolisis acida o
alcalina, denominada hidrdlisis quimica que consta del mismo proceso que su homologa,
pero en vez de emplearse el uso de enzimas, se utiliza para la hidrolisis, un acido o una
base fuerte (16) (19).

No todos los pretratamientos o procesos utilizados son seguros para el medio ambiente,
ya que hay alguna técnica como la pirdlisis, que degrada los residuos a altas temperaturas
(en torno a los 600 °C, aungue depende del tipo de reactor que se emplee), generando
energia en forma de alquitran o de carbon Es decir, libera grandes cantidades de

hidrocarburos condensables (20).

A pesar de gque esta opcion térmica no es tan recomendable, existe una similar también
llevada a altas temperaturas que mitiga las producciones de contaminantes atmosféricos,
al producirse practicamente en ausencia de oxigeno y generando gases ricos en hidrogeno.

Esta es la gasificacion (20).

Existen diversos procesos para conservar los alimentos, uno de ellos es la liofilizacién,

proceso que aumenta la vida Gtil del producto. Este proceso consta de dos etapas, primero
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el alimento se congela, para posteriormente deshidratarlo por sublimacién. De esta forma
se mantienen sus propiedades organolépticas y funcionales por un periodo mayor. Es

ideal para matrices sensibles, aunque su inconveniente es su elevado coste (21).

Otra opciébn mas econémica para alargar la conservacion de un producto es la

fermentacion, la cual vamos a analizar en profundidad en el siguiente apartado (22).

1.3 Fermentacion

Es un proceso que puede ser anaerdbico o desarrollarse en condiciones aerobias a traves
del uso diferentes microorganismos que utilizan hidratos de carbono y otras sustancias
orgénicas para producir diversos metabolitos. Los mas conocidos son etanol, acidos
organicos, vitaminas y biopéptidos activos con funciones fisioldégicas que mejoran la
salud de las personas. Como ejemplo, los tripéptidos Val-Pro-Pro (VPP) e lle-Pro-Pro
(IPP), son inhibidores de la angiotensina y vasodilatadores y, por lo tanto, disminuyen la
presion arterial. Ademas, estos biopéptidos aumentan la biodisponibilidad de minerales y
liberan enzimas que degradan los antinutrientes presentes en los alimentos o materias
primas (23). Los metabolitos producidos durante la fermentacion dependen tanto del tipo
de microorganismo utilizado como del residuo como del sustrato alimentario utilizado.
Entre los principales compuestos formados en la fermentacion encontramos diversos tipos
como; etanol, acido lactico, acido propionico, acido butirico, acido acético, acetona (22).
Desde el punto de vista alimentario puede ser inducida o controlada, como ocurre en casos
industriales. Este proceso alarga vida util, mejora las propiedades y la seguridad de los
alimentos y se utilizan cultivos iniciadores también conocidos como estarter; sin
embargo, la fermentacion puede ser espontanea, es decir, producirse de forma natural, por

los microorganismos que contiene el propio alimento (22).

A los alimentos o productos fermentados se les atribuyen numerosas ventajas como el
control del peso, la mejora de enfermedades cardiovasculares, y gastrointestinales. Asi
como el fortalecimiento de las funciones inmunolégicas. Estos beneficios se atribuyen a
los metabolitos producidos por los microorganismos presentes en el alimento, que
modulan la microbiota intestinal mejoran la integridad de la barrera intestinal y regulan

respuestas inflamatorias en el individuo (24).

El consumo de bebidas fermentadas es cada vez mas habitual, representando el 25% de

la ingesta dietética en Europa (25).
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* Tipos de fermentacion

En cuanto a tipos de fermentaciones se diferencian segun el principal compuesto formado
durante la fermentacion y se conocen principalmente cuatro basicas. La primera es la
fermentacién alcohdlica, en la cual se produce principalmente etanol y se lleva a cabo a
partir de la accion de levaduras, para dar lugar a productos como el vino, la cerveza o
tipos de pan (26). La segunda, es la fermentacidn acética, que convierte el alcohol en
acetato mediante la intervencion de la especie Acetobacter, un alimento caracteristico

proveniente de este proceso es el vinagre (27).

En tercer lugar, encontramos la fermentacion “alcalina” en alimentos ricos en proteinas,
donde los microorganismos descomponen los aminoécidos generando amoniaco que
eleva el pH del medio. Algo util en el caso de algunas salsas y ciertos condimentos (27).
Finalmente, existe la fermentacion lactica, que ocurre en cereales, frutas, verduras y
lacteos, con la consecuente formacion de acido lactico por la intervencion de las BAL,

que degradan azucares fermentables (27).

A su vez existen dos tipos, la llevada a cabo por la via de la glucdlisis Embden-Meyerhoff
(EMP), denominada homofermentativa, donde se produce casi exclusivamente acido
lactico. Por otra parte, esta la via heterofermentativa realizada por la via de los fosfatos
que solo genera un 50% de acido lactico. La otra mitad generada es acido acético, etanol
y CO? (28) (29).

La fermentacion lactica es una de las formas mas antiguas de preservacion, por sus
propiedades antimicrobianas en todo tipo de alimentos. Recientemente, esta siendo
utilizada, para mejorar las propiedades funcionales y sensoriales de matrices vegetales
(30).

* Bacterias acido-lacticas

El término BAL es usado por la comunidad cientifica para agrupar y/o nombrar a un
tipo de bacterias con caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas similares, y que se
emplean en la industria alimentaria para efectuar la fermentacion del alimento,
principalmente una fermentacién lactica, (produccion de acido lactico a partir de
monosacéaridos sencillos). Existen unas 530 especies y subespecies que forman parte de

este grupo de bacterias. Desde el punto taxondmico estas bacterias , se clasifican segun
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su homologia de ADN, y algunas similitudes morfoldgicas y fisiologicos. Los principales

géneros son Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus (31).

Este grupo de bacterias presenta unas caracteristicas comunes. Pueden ser cocos o bacilos,
gran positivos y catalasa-negativos. Su habitat es diverso, pero principalmente se pueden
encontrar en los vegetales y en los ambientes en los que se elaboran productos lacteos y
llegan a los alimentos a través del contacto alimento-planta o aire-alimento. Asi mismo
colonizan el tracto digestivo, especialmente el intestino grueso y el tracto urogenital (32).
Ademas, son microorganismos aerotolerantes, porque a pesar de no contener catalasa
como las bacterias anaerobias, pueden sobrevivir tanto en presencia como en ausencia de
oxigeno. (31) (32)

Las BAL durante la fermentacion lactica producen acido lactico y etanol en menor
cantidad. La formacién de &cido lactico de diversos sustratos es debida a la gran cantidad
de enzimas con actividad glucolitica, lipolitica y proteolitica. Asi mismo, producen una
importante cantidad de EPS, que intervienen en la textura y en la viscosidad del alimento
final. Estas bacterias, muestran propiedades probidticas al formar una barrera intestinal y
evitar la colonizacion de bacterias patogenas en el intestino (32). También, producen

diversas vitaminas, en especial acido folico y riboflavina (33).

En la industria, las BAL suelen usarse como cultivos iniciadores. Un cultivo iniciador es
una mezcla de muchas células de al menos un microorganismo vivo o latente que se
agrega intencionalmente a una matriz alimentaria para provocar y controlar su
fermentacion (34). Los principales géneros de BAL utilizado como cultivos iniciadores
son:  Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Ligilactobacillus, Levilactobacillus,

Lentilactobacillus, Lactococcus y Streptococcus.

* Lactobacillus

El género Lactobacillus, ha sido uno de los taxones bacterianos mas importantes desde el
punto de vista industrial. Se observd que su presencia en las leches fermentada mejoraba
la salud de los consumidores, pero también es de los mas complejos, desde el punto de
vista taxonémico. En un principio la taxonomia de este género se basd en sus
caracteristicas fisiologicas similares (tincion de pared celular, morfologia de las células y
apariencia de las colonias, asi como los parametros de crecimiento (pH, tiempo éptimo
de incubacion, tolerancia a la acidez y requerimientos de oxigeno) y en la composicion

de su pared celular (35). Este género hace algunos afios estaba compuesto por
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aproximadamente 200 especies de amplia variabilidad genética y fisioldgica entre si (36).
Recientemente, a través de una aproximacion polifacética en la que incluyé un andlisis
gendmico con caracteristicas fenotipicas y habitats ecoldgicos, se dividid el género
Lactobacillus en 26 linajes con 23 nuevos géneros (37). La nueva clasificacion tiene un
valor industrial y de salud porque tiene en cuenta el metabolismo, el habitat y los
productos derivados de ese metabolismo. Este hecho, es de vital importancia para la
industria de los alimentos porque la capacidad de un microorganismo para producir un
producto deseado requiere de pardmetros de crecimiento estrictamente definidos y
reproducibles, es decir el producto obtenido del crecimiento microbiano depende tanto de

la bacteria usada como de la matriz (38).

Los lactobacilos como cultivos iniciados ayudan a controlar el pH del producto
fermentado, influyen en el crecimiento de otros microorganismos y causan proteolisis y
lipdlisis que afecta a la textura y el aroma. Ademas, ayudan a la conservacion de los
alimentos, debido a la produccion de alcohol, &cidos organicos CO2, diacetilo, perdxido
de hidrogeno y otras sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos
indeseables (35) (39). No obstante, algunas especies pueden ser peligrosas, especialmente

en inmunodeprimidos (40).

Respecto a las condiciones Optimas de crecimiento de este género, la temperatura suele
oscilar entre 30-40 °C (la mayoria son mesofilos) y el pH se sitta entre 5,5-6,2 (si el pH
fuese alcalino no habria crecimiento). Aun asi, estas BAL tienen la capacidad de crecer a

temperaturas entre 2-53°C (39) (41).

* Streptococcus

El género Streptococcus comprende 99 especies reconocidas, algunas de las cuales se
encuentran en humanos: en la cavidad oral, en las vias respiratorias, en las mucosas o en
tracto intestinal y en el genitourinario. El grupo esta formado por cocos dispuestos en
pares o en cadenas. No son méviles ni formadores de esporas y son halotolerantes (hasta
un 6,5% de NaCl) (42) (43).

En cuanto a condiciones de crecimiento, la mayoria son anaerobios facultativos,
exceptuando algun caso de anaerobio obligado. Su rango de crecimiento comprende de
los 20 a los 42 °C, encontrandose el punto 6ptimo de crecimiento en los 37°C.Ademas,
algunos son capnofilos, ya que necesitan CO2 para crecer y son homofermentativos, por

lo que s6lo producen acido lactico (43).
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A pesar de producir en algunos casos sustancias probidticas o bacteriocinas, hay
determinadas cepas que pueden ser patdgenas como el Streptococcus mutans en la placa
dentaria o el Streptococcus pyogenes que coloniza la piel y los epitelios de la nasofaringe
(44).

1.4 Probioticos

La OMS define probi6tico como los microorganismos vivos que cuando se administra en
cantidades adecuadas confieren beneficios para la salud del huésped (45). Ahora bien,
deben cumplir una serie de directrices propuestas en el Codex para poder considerarse
como tal. Como es l6gico, debe demostrarse su seguridad e inocuidad y sus propiedades
funcionales y efectos beneficiosos en el alimento mediante ensayos tanto in vivo como in
vitro (46). En Europa, la EFSA tiene su propia designacion para valorar la seguridad
microbiana, denominada QPS (un equivalente a la designacion GRAS de la FDA).
Ninguna especie del género Enterococcus es poseedora de ella, por su capacidad de
funcionar como patdgenos oportunistas. En cambio, la mayoria de Lactobacillus y

algunos Streptococcus, portan esta insignia (31) (47).

Ademas, debe de incluir una caracterizacion taxonémica y de la cepa y estar en
concentraciones adecuadas previas al consumo (al menos 10° UFC por porcion diaria). Si
ha pasado estos requisitos se debe de comprobar su resistencia a la acidez gastrica, a los
acidos biliares y a la lisozima. Si se adhiere a moco o a las células epiteliales y es capaz
de eliminar bacterias patdgenas, superaria los ensayos opcionales (46). Finalmente, se
comprueba que el microorganismo no induzca a translocacion bacteriana (paso de
bacterias desde el tracto gastrointestinal a sitios extraintestinales) (48), ni produzca
toxinas, ni posea genes especificos de resistencia a antibidticos. Si cumple esto y todo lo

visto anteriormente se podria comercializar como probidtico. (46)

La mayoria de las BAL, tienen propiedades probidticas, pero no tienen por qué ser

probidticos.

Las BAL consideradas probidticos, cuentan con importantes beneficios a nivel digestivo,
ya que regulan los niveles de pH intestinal, mejoran los sintomas de la intolerancia a la
lactosa 0 modulan el microbioma del colon entre otras (49). Ademas, reducen los niveles

de colesterol, mejoran el pronéstico de la diabetes y son inmunomoduladores. Todo esto
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sumando a las propiedades que ya se mencionaron en el apartado dedicado a esta linea de
bacterias (49).

1.5 Bebidas fermentadas a base de vegetales

Cada vez una parte mayor de la poblacion busca alternativas a los productos fermentados
de origen animal. Las causas de esto son diversas, en algunos casos, debido a
intolerancias, ya que algunos individuos por razones genéticas producen menos lactasa
(enzima que degrada la lactosa) y no digieren bien este disacérido. Por el contrario, otros
grupos de poblacion presentan molestias digestivas por reacciones inmunitarias ante las
proteinas de este alimento, en especial la caseina (50). Este hecho puede ser debido al
polimorfismo genético que presenta el ganado europeo, que produce la variante de f3-

caseina Al. Esta proteina es probablemente el agente causal del dolor abdominal (50).

Otros motivos de busqueda de alternativas a los alimentos de origen animal, son las
cuestiones referentes al bienestar animal y al dafio ambiental. Esto sumado a la basqueda
de un patrén saludable, ha tenido el efecto de que se busquen otro tipo de bebidas
sustitutivas de buena composicion nutricional y de buenas propiedades sensoriales. Aqui
aparece la idea de las bebidas vegetales fermentadas. Estas bebidas, son emulsiones
coloidales con material vegetal disperso que reproducen al lacteo tradicional y que son
fermentadas por la accion de microorganismos. Las bebidas fermentadas vegetales, no

contienen ni lactosa, ni proteinas lacteas, ni colesterol (51).

No obstante, estas bebidas presentan una serie de limitaciones. Por ejemplo, una peor
calidad proteica, (salvo en algun caso concreto como en la bebida de soja); que presentan
cantidades mas bajas de micronutrientes respecto a la leche animal y que pueden contener,
tanto alérgenos proteicos como anti nutrientes como fosfatos de inositol, acido fitico e

inhibidores de tripsina (51).

Las bebidas de origen vegetal se pueden clasificar en cinco categorias: Bebidas de
legumbres, de frutos secos, de cereales, de semillas y de pseudocereales. Ademas, en el
mercado se pueden encontrar otros fermentados, como los jugos de frutas o algunas

infusiones, a pesar de ser practicamente acaldricas (51).

En cuanto a las bebidas de cereales, al ser fuentes ricas de carbohidratos y minerales,
ofrecen numerosas ventajas sensoriales y nutricionales. Este tipo de productos destaca

por su contenido en fibra, flavonoides, compuestos fendlicos, antioxidantes, acidos grasos
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omega-3 y biopéptidos entre otros (52). En Europa, existe una gran cantidad de bebidas
tradicionales fermentadas de origen cereal, como el kvass y la boza en la region oriental.
Estas son tradicionalmente elaboradas con malta de cebada y centeno fermentada, harina

de centeno y harina de mijo (53).

2. OBJETIVOS

* Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es optimizar el proceso de elaboracion de una matriz
fermentada a base de harina de pan desechado, mediante el uso de diversos ingredientes

alimentarios.
* Objetivos especificos

e Proponer un cultivo iniciador para la elaboracion de una bebida fermentada a base
de pan.

e Establecer ingredientes alimentarios que mejoren el sabor de la bebida fermentada
para que sea aceptable por los consumidores de bebidas fermentadas de origen

vegetal.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
Harina de pan: Molida en molino con un tamiz de 200 pm.
* Enzimas:
* a-amilasa (Liquoflow® Yield), cuya dosis recomendada se recoge en la Tabla 1

Tabla 1. Dosis recomendada para a-amilasa

* Dosis en gramos por * Dosis en gramos por tonelada
Producto tonelada de almidon de grano
Liquoflow® Yield |105-315 70-210

* Dosis en ul por gramo de * Dosis en ul por tonelada de
Producto almidon grano
Liquoflow® Yield |0,09-0,269 0,06-0,179

* B-glucoamilasa (Saczyme® Go), la dosis recomendada usada fue la indicada por el
fabricante (0,023 a 0,033%).
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* BAL utilizadas

Las bacterias lacticas utilizadas en este trabajo de investigacion fueron cepas especificas
de microorganismos (coleccion de cultivo de la Dra. Irma Caro Canales) y cultivos
lacticos procedente la empresa Christian Hansen y cedidos amablemente por la empresa
Novonesis. Las cepas y los cultivos lacticos fueron conservadas a -80°C. Las cepas fueron
crecidas previamente en TSB + YE (0,5%: Difco) durante 24 horas con excepcion de L.
reuteri que necesitd dos pases de 24 horas. Mientras los cultivos lacticos fueron
manipulados segun las recomendaciones del proveedor (Christian Hansen). Los cultivos
fueron diluidos brevemente, en agua de peptona estéril hasta alcanzar la concentracion

deseada para la inoculacién de la bebida.

Para realizar los célculos de la concentracion inicial de las BAL utilizada se uso6 la

siguiente ecuacion:

Vi*Ci=V:*C;

Donde:Vies el volumen inicial del indculo, Ci es la concentracion cepa o cultivo lactico
utilizado, Vi es el volumen final (250 mL) y Cfes la concentracion final (10° UFC/mL).
Cepas

e Lactiplantibacillus plantarum
e Lacticaseibacillus rhamnosus GG
e Limosilactobacillus reuteri

e Lacticaseibacillus casei subsp. paracasei
Cultivos iniciadores

e Harvest LB-1 (Lactiplantibacillus plantarum)
e YoFlex ® (Lactobacillus delbrueckii+ Streptococcus thermophilus)

e Vega TM Mild (Streptococcus thermophilus)

3.2 Preparacion de la matriz de fermentacion

En primer lugar, se mezclaron 50g de harina con 200 mL de agua, previamente
esterilizada, (p/v: 80% de agua y un 20% de harina fina), dando como resultado 250 mL
de bebida.
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A continuacién, se agité la bebida con ayuda de un agitador mecénico (Miccra D9)
durante 1 minuto. El vastago del agitador fue previamente esterilizado con alcohol al 96
% y limpiado con agua estéril para eliminar la posibilidad de contaminacion cruzada.
Posteriormente, la matriz fue pasteurizada a 75°C durante 10 minutos.

Una vez terminada la pasteurizacion, la matriz fue conservada a 4°C.
3.3 Fermentacion de la matriz

Tras 24 horas de la preparacion de la matriz, se afiadieron dos enzimas: la - glucoamilasa
(0,033% v/v) y la a-amilasa (0,021% v/v), segln las recomendaciones del proveedor.
Una vez agregadas las enzimas, se afiadio la cepa o cultivo iniciador a una concentracion
inicial desde 10° UFC/mL.

Inmediatamente se inici6 la fermentacion, esta se llevé a cabo en un bafio de agua (Selecta
P) a 38°C +1°C durante 24 horas. Durante este periodo de tiempo, se midi6 el pH y se
realizaron recuentos microbianos a 0 (T0), 4 (T4) y 24 horas (T24).

19



Agua + Harina de pan (20%)

Homogeneizacién

(1 minuto en Ultra-Turrax)

Pasteurizacion

(10 minutos a 75°C)

Tratamiento enzimatico

(a-amilasa y glucoamilasa)

Inoculacién con cepas
bacterianas

Fermentacion

(24 horas a 38 °C)

Refrigeracion

(4°0)

Adicion sabores y
prueba sensorial

Control de la
fermentacién a tiempo 0
Control de la
fermentacion a tiempo 4
Control de la
fermentacién a tiempo 24

Anadlisis de resultados

(48 horas después del final de la
fermentacion)

Figura 3: Diagrama de flujo del proceso de elaboracion completo de la bebida. Creacién de la

matriz/Homogeneizado/Pasteruizado/Enzimas/Inoculacién/Fermentacién/Refrigeracion/Adicidn

sabores y prueba sensorial/Toma de resultados.

Finalizada la fermentacion, la bebida se refriger6 a4°C en el frigorifico hasta el comienzo

del andlisis sensorial y posteriormente, dio comienzo éste.

3.4 Control de la fermentacion

Como se explicé en el diagrama de flujo, durante la fermentacion, se llevaron a cabo los

recuentos microbianos y el pH a los tiempos 0, 4 y 24 horas.

* Recuentos microbianos
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1 g de cada muestra fue tomado a los tiempos de incubacion TO(a las O horas de la
inoculacion), T4(tras 4 horas) y T24(tras 24 horas) y diluido en agua de peptona (0,01%
peptona, 0,6% de NaCl; WWR BDH Chemicals) en un frasco de 5 MI. Posteriormente,
la muestra fue agitada y se realizaron diluciones seriadas para contar entre 30 y 300
colonias por placa. Las diluciones fueron sembradas en placas Petri conAgar MRS (Agar
Man, Rogosa and Sharpe (WWR BDH Chemicals) e incubadas en estufa a 37°C durante
48 horas, exceptuando el cultivo comercial Harvest -LB-1 que se incub6 a 30°C. Tras 48

horas de incubacion se realizaron los recuentos microbianos.
* Determinacion del pH

El pH fue medido a 0, 4 y 24 horas durante el periodo de fermentacién. Para realizar su
medida se tomaron 5 mL de la bebida fermentada que se depositaron en 1 tubo falcon de

15 mL y se midié con ayuda de un pH-metro BASIC 20 (Crison) previamente calibrado.

3.5 Analisis sensorial

Se efectud el andlisis sensorial con consumidores para comparar las diferentes matrices.
En este analisis se evaluaron los pardmetros de textura, sabor, olor, apreciacion del grado
de acidez y aceptacion global de las bebidas fermentadas elaboradas sin adicion de
ingredientes (natural) y con la adicion de ingredientes alimentarios como; canela, vainilla,
nueces, datiles, café, chocolate al 10% (v/v). Se evaluaron 5 mL de cada una de las

bebidas formuladas con los ingredientes antes mencionados.

El analisis fue realizado por 15 catadores voluntarios de la Facultad de Medicina con
edades comprendidas entre 18-57 afios. Ademas, fue ejecutado en una sala cerrada
siguiendo las recomendaciones de (55) y con ayuda de la ficha de cata que se encuentra
en el Anexo I, que evalué mediante una escala hedonica el grado de aceptacion de los
parametros antes mencionados (56). Escala de 1 (“Me disgusta muchisimo™) a 9 (“Me

gusta muchisimo”).

3.6 Anadlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media y su desviacion estandar, Ademas, se realizo
un analisis de varianza (ANOVA) STATGRAPHICS Centurion XIX (StatPoint
Technologies, Inc., Warrenton, VA, EE. UU.) para pH, tipos de BAL e ingredientes o
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sabor utilizado. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p < 0.05

segun las diferencias minimas significativas del estadistico LSD.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 pH

En la Tabla 2, se recogen los valores medios de pH de distintos microrganismos
probidticos a 0, 4 y 24 horas de incubacion. El pH inicial de la mezcla fue cercano a 5,9
al principio de la fermentacion. Sin embargo, tras 4 horas de incubacion el cultivo mixto
YoFlex (c.6) mostrd una disminucién significativa de pH (1,21 unidades) en comparacion
con otras cepas o cultivos iniciadores. Tras 24 horas de la fermentacion, tanto las cepas
de BAL, como los cultivos iniciadores disminuyeron el pH a valores por debajo de 4,0,

exceptuando L. casei (c.4).

El cultivo iniciador Vega-Mild (c.7) fue el que mostrd los valores de pH més altos (3,67)
y la cepa que menos acidifico fue L. casei con un pH de 4,57. La disminucion de pH
observada en este trabajo, indica que la matriz hidrolizada proporciona un adecuado
sustrato para el crecimiento de las BAL. Asimismo, indica que el proceso de elaboracion
utilizado, que implica por un lado la pasteurizacion de la matriz y, por otro su hidrélisis
por enzimas amiloliticas es correcto o necesario para incrementar la glucosa disponible
(55). Por tanto, estas dos condiciones contribuyen al crecimiento de BAL y a la
produccién de acido lactico como principal metabolito a través de la ruta de Embden-
Meyerhof (35).

Tabla 2: Valores medios (DE +) de pH de diversos microorganismos probi6ticos a diferentes tiempos del

proceso de fermentacion

Eseﬁgllzala':‘B codigo cepa pH TO pH T4 pHT 24
L. plantarum - 1 6,03+0,01* |5,86+0,12¢ |3,36+0,02%
L. rhamnosus - 2 5,740,052 5,75+0,18° |3,19+0,09?
L. plantarum Harvest 5 5,88+0,04% |5,85+0,03° |3,32+0,11%
3' thermophilus+L. |y e jex 6 5,86+0,15% |4,65:0,14% |3,47+0,07°
elbrueckii
S. thermophilus Vega-Mild |7 5,88+0,31% |5,1+0,18° |3,67+0,05¢

BAL.: bacterias acido-lacticas; T0:0 horas (inicio de la fermentacion); T4:4 horas (Tras 4 horas de
fermentacion; T24:24 horas; Valores con letras distintas en superindice en la misma columna muestran

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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Desde el punto de vista industrial se considera que las BAL, que producen una
disminucién de 1,3 unidades de pH a 30°C durante 6 horas, son cultivos o cepas
acidificantes (57). Esta caracteristica tecnoldgica de las BAL evita el crecimiento de
microorganismo indeseables y mejora las caracteristicas de textura, sabor y olor de los

alimentos fermentados (58).

En cuanto a las cepas, no se encontraron diferencias significativas a ninglin tiempo en la
cepa 1y el cultivo iniciador 5, ambas L. plantarum. Las dos alcanzaron un pH final de
los mas acidos del experimento, gracias a su capacidad para metabolizar la glucosa, el
monosacarido presente tras hidrolizar la matriz (a-amilasa y glucoamilasa). Ademas, las

cepas de esta especie toleran adecuadamente pH acidos (59) (60).

Sin embargo, la velocidad de acidificacion de L. plantarum a T4 fue significativamente
inferior en comparacion con el resto de probidticos utilizados con excepcion L.
rhamnosus (c.2). Es posible que este microorganismo requiera de una adaptacion al
sustrato de fermentacion, o que necesite un nutriente derivado de la hidrdlisis de los
componentes de la matriz fermentable, por ejemplo, aminoacidos derivados de la
proteolisis. En este sentido es conocido que L.casei subp paracasei activa una ruta
denominada fermentacion malolactica, que convierte el malato en lactato, liberando CO2

que incrementa el pH del medio (61).

L. reuteri (c.3) mostré una capacidad de acidificacion constante a lo largo de la
fermentacion alcanzado valores de pH a T 24 horas de 3,66. Estos valores son similares
a los encontrados por otros autores para bebidas vegetales de cereal a base de mijo y arroz
integral (62).

Por el contrario L. rhamnosus, experimentd un descenso importante del pH al final de la
fermentacion. A T4, su valor se situd en 5,75 dato promedio o incluso alto en comparacion
con los otros cultivos. Mientras que a T24, obtuvo un valor méas bajo, con un pH promedio
de 3,19. Este fendmeno se puede explicar, porque L. rhamnosus presenta una fase de
adaptacion mas lenta (tiempo de ajuste al medio de cultivo) y, por tanto, tardé mas tiempo
en realizar la fermentacion con la consecuente produccion mas baja de acido lactico. Por
otra parte, esta cepa es capaz de tolerar pH extremos y seguir produciendo acido lactico
siempre y cuando haya glucosa, lo cual explica la disminucion en la fase final de la

fermentacion (63).
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Sobre los cultivos iniciadores que contenian S. thermophilus, el cultivo iniciador YoFlex,
alcanzo los valores de pH mas bajos. Este hecho puede ser debido a que S. thermophilus,
requiere péptidos para crecer Optimamente y que estos compuestos no estuvieran
presentes en la matriz vegetal (64). Por otra parte, L. delbrueckii genera amino&cidos,
péptidos y CO2, lo cual contribuye a la activacion completa de S. thermophilus,
produciéndose una sinergia metabdlica entre ambas cepas. El resultado final es una mayor

fermentacién del cultivo mixto en comparacion con el monocultivo. (65).

4.2 Crecimiento microbiano

La Figura 4, recoge los recuentos medios de las BAL a través de la fermentacion de la
matriz de harina de pan y agua. La concentracion inicial de inoculacion oscil6 en torno a
10° UFC/mL. Después de 4 horas de fermentacion, todas las bacterias estudiadas
mostraron un incremento, con excepcion de Vega Mild. A las 24 horas de fermentacion,
se alcanzaron recuentos microbianos comprendidos entre 10® y 10° UFC/mL. L.
plantarum, L. rhamnosus, L. reuteri y Harvest, fueron los que lograron recuentos
microbianos de 10° UFC/mL.
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Figura 4: 1(L. plantarum); 2(L. rhamnosus); 3(L. reuteri); 4(L.casei); 5(Harvest); 6(YoFlex); 7(Vega-
Mild). Recuentos bacterias acido lacticas a lo largo de la fermentacion de la bebida a base de pan. Las

barras representan el promedio de los recuentos microbianos en Log UFC/mL, de cada BAL a cada tiempo.
Siendo N TO (inicio fermentacidn), W14 (tras 4 horas del comienzo) y B 12 (tras 24 horas). |,

representa las barras de error , es decir la desviacién estandar (DE). Todos los ensayos fueron realizados
por duplicado (n=2) , salvo L.reuteri y L.casei.(n=1).

En las dos bacterias de L. plantarum( c.1 y ¢5) hubo diferencias minimas y no

significativas a lo largo de la fermentacion, creciendo un poco mejor la cepa no comercial
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(c.1). Aun asi, el crecimiento en ambos casos fue muy positivo gracias a la tolerancia de

L. plantarum a ambientes acidos y a su flexibilidad metabdlica (66) (67).

L.casei, (c.4) alcanzé 108 UFC/mL en 4 horas, a pesar de que no mostré un descenso de
pH duante este tiempo, éste hecho puede explicarse debido a que esta especie favorece su
crecimiento, mediante sistemas de descarboxilacion de amoniacidos y bomba de protones
su crecimiento no implica una mayor formacion de &cido lactico (68). La disminucion de
los recuentos de este microorganismos a las 24 horas se pueden deber a un déficit de algun
nutriente esencial, por ejemplo apéptidos y aminoacidos que se agotaron al inicio de la

fermentacion (69).

En el caso de L. reuteri (c.3), el fendmeno fue el opuesto.Durante las primeras 4 horas
apenas hubo crecimiento y finalmente a las 24 horas super6 las 10° UFC/mL. Por tanto
quiere decir, que L. reuteri tardd mas tiempo en adaptarse al entorno (mayor fase lag o de
latencia). Este hecho podria deber a una la falta de nitrogeno libre en la matriz,

componente necesario para el crecimiento de esta especie microbiana (70).

Los recuentos microbianos de los cultivo iniciadores de S. thermophilus (c.6 y c.7), a 24
horas fueron cercanos a Log 7 UFC/mL. El cultivo YoFlex fue el que alcanzé un recuento
ligeramente superior (7,32 £ 0,07 Log UFC/mL). Este cultivo iniciador contenia ademas
de S. thermophilus, L. delbrueckii especie que produce metabolitos Utiles para el

crecimiento, mostrando una accion sinérgica de ambas cepas (71).
4.3 Analisis sensorial

En la Figura 5, se recogen las propiedades sensoriales de olor, sabor, textura, acidez, y
apreciacion global de la bebida fermentada con un 10% de café y sin café (natural). Esta
bebida fue evaluada por 15 consumidores que, ingieren bebidas fermentadas similares y
se presentan los resultados segln el tipo de microorganismo. Como se puede observar en
las Figuras 5b y 5c, las bebidas elaboradas con L. rhamnosus y L. reuteri fueron las
bebidas que obtuvieron las puntuaciones mas altas en todos los parametros estudiados,
especialmente, la bebida elaborada con L. reuteri y 10 % de café alcanzo puntaciones de
6,4 en la valoracion global. Estos resultados fueron superiores a los observados en (72) ,
quiénes obtuvieron bajas puntuaciones por los consumidores (2,95-3,18 sobre 9) para una
bebida fermentada con L. reuteri y a base de cereales (cebada, malta, trigo y avena). L.
reuteri es una bacteria heterofermentativa, es decir, ademas de producir &cido lactico

produce compuestos como acetaldehido, acetoina, acido butirico que mejoran el sabor de
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las bebidas fermentadas (73). Ademas, esas puntuaciones pudieron estar influenciadas
por un pH no muy &cido (3,66). Finalmente, este microorganismo probidtico produce B-

hidroxi-propional-aldehido, es decir reuterina que inhibe a microorganismos patdgenos

presentes en el intestino del hospedador confirmando su caracter probidtico (35).
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Figura 5: Perfil sensorial de bebidas fermentadas elaboradas con diversos microorganismos probidticos a
en . a) L. plantarum; b) L. rhamonsus; ¢) L. reuteri; d) L. casei; (mmmmm) sabor natural y (msssm) sabor a

café. Se presentan la media de los resultados (n=15)

La adicion de café, mejoro las puntuaciones de todas las bebidas indistintamente del tipo
de microrganismo utilizado. Este hecho permite suponer que la bebida fermentada con
ingredientes alimentarios puede mejorar ain sus puntuaciones. Este efecto, también, se
observa en las bebidas fermentadas con el cultivo iniciador de Haverst que contiene L.
plantarum (ver Figura 6). En este caso el atributo de olor fue significativamente mas alto

para la bebida adicionada con café en comparacion con la bebida natural.
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Figura 6: Perfil sensorial de bebida fermentadas elaborada a base de una matriz de pan de desecho y agua,
con cepa comercial de L. plantarum (Harvest); (s ) Sabor natural y ( ) sabor a café. Se presentan

la media de los resultados (n=15). Valores con letras distintas en un mismo parametro muestran diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05). Color de letra y orden segn posicion en figura. Si no presencia

de letras, no diferencias significativas para ese parametro.

En la Figura 7, se recogen las puntuaciones de los consumidores para las bebidas
fermentadas con 4 cepas y 3 cultivos iniciadores para el sabor natural (Figura 7a) y con
sabor a café (Figura 7b). La bebida con el iniciador Vega-Mild ™ sin adicion de café
obtuvo valores significativamente mas altos para los atributos de olor, sabor, acidez y
valoracion global. Este cultivo iniciador, que esta compuesto por S. thermophilus, mostré
un pH de 3,66 y alcanz6 un recuento medio de 7,15 +0,9 Log UFC/mL. Esta especie
genera compuestos que aportan notas suaves y aromaticas, como son los acetaldehidos y

diacetilos, contribuyendo asi a la mejora gustativa de la bebida final (74).
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Figura 7: Perfil sensorial de bebidas fermentadas elaboradas con diversos microorganismos probiéticos
a base de una matriz de pan de desecho y agua. a) sabor natural; b) sabor a café; (wmssm) L. plantarum, (
s )|, rhamnosus, ( messss ) L. reuteri,( )L, casei,( m=sm= )L. plantarum (harvest), (mssm)S.
thermophilus+L. delbrueckii (YoFlex) y (m==m)S. thermophilus (Vega-Mild). Se presentan la media de

los resultados (n=15). Valores con letras distintas en un mismo parametro muestran diferencias

estadisticamente significativas (p < 0,05). Color de letra y orden segun posicion en figura. Si no presencia

de letras, no diferencias significativas para ese parametro.

En la Figura 7b se observaron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,
fueron menos marcadas que en la Figura 7a, posiblemente debido a que el sabor amargo

del café enmascara las diferencias sensoriales entre las distintas bacterias. A pesar de que
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el café es un sabor apreciado por muchos consumidores, ninguna de las muestras superd
los 6 puntos sobre 9 en la escala hedonica. Esto podria indicar que la concentracién de
café utilizada fue excesiva o que las combinaciones de sabores en otras muestras
resultaron sensorialmente mas atractivas, relegando al café a una posicibn menos

favorable.

La adicion de ingredientes alimentarios permitié mejorar el sabor de la bebida fermentada
y ampliar la gama de sabores disponibles. Los consumidores evaluaron durante varias
semanas distintos sabores en los cultivos iniciadores que presentaron diferencias
significativas en alguno de los atributos estudiados; YoFlex y Vega-Mild. Asimismo,
debido que en los ensayos anteriores se observé que el pH podria influir en el sabor, se
optd por usar los cultivos con menor capacidad acidificacion. En el analisis sensorial final
se utilizaron los sabores de chocolate, datil y canela en ambas formulaciones. Ademas,
con el fin de diversificar ain mas la oferta sensorial, se incorpord un cuarto sabor para
cada cepa: vainilla para YoFlex y nuez para Vega-Mild. En la Figura 8 se presentan
también las valoraciones obtenidas por los consumidores respecto al sabor a café y
natural, con el proposito de evaluar si los huevos sabores generan un impacto positivo en

la percepcidon sensorial de la bebida.
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Figura 8: Perfil sensorial de bebidas fermentadas elaboradas con diversos microorganismos probidticos a

base de una matriz de pan de desecho y agua. a) S. thermophilus+L. delbrueckii (YoFlex); b) S.
thermophilus (Vega-Mild); (msss==) sabor natural, (ssssss) sabor a a café,( =ssssm) sabor a chocolate,(

s ) Sabor a détil,( smmm)sabor a canela y (m===m) sabor a vainilla en a) o sabor a nuez en b). Se
presentan la media de los resultados (n=15). Valores con letras distintas en un mismo parametro muestran

diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Color de letra y orden segln posicion en figura. Si

no presencia de letras, no diferencias significativas para ese parametro.En la Figura 8a, se muestra
la comparacion de sabores para YoFlex: Natural, café, chocolate, datil, canela y vainilla.
Los sabores natural y café obtuvieron puntuaciones significativamente mas bajas mientras

que se observaron valores significativamente mas altos para los sabores de canela y
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vainilla (Figura 8 a y 8b) tanto para Yo-Flex como para VegaMild, siendo los sabores
mejor valorados por los consumidores la canela en ambas cepas y la vainilla en YoFlex.
La predileccidn por estos sabores se puede deber a que su nivel de dulzor neutraliza la
acidez de la matriz, siendo ésta la caracteristica que genera mas descontento en las bebidas
fermentadas vegetales por BAL (75).

Investigaciones previas, indican que la adicion de sabores calidos y dulces puede
contribuir a reducir la percepcién de acidez (76). Esto explica el gusto por el sabor a

canela y a vainilla.

En la Figura 9 se recogen las puntaciones de los consumidores de las bebidas
fermentadas por ambos cultivos iniciadores y para el sabor canela. En el caso de YoFlex,
el sabor vainilla fue el mas aceptado por los catadores. Sin embargo, dado que este sabor
no se utilizé en la formulacion con Vega-Mild, y con el fin de evitar sesgos en la
comparacion, se selecciono el sabor mejor valorado comin de ambos cultivos. Los
resultados muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
ambos cuando se agregd canela como ingrediente. No obstante, Vega-Mild fue
ligeramente mejor valorado en cuanto a percepcion de acidez. En el resto de los
parametros, las diferencias fueron minimas, aunque Vega-Mild obtuvo puntuaciones

superiores en todos ellos, excepto en textura.

Olor

Valoracidén

global Textura
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Acidez Sabor

v v '

base de una matriz de pan de desecho y agua. I) sabor canela; () S. thermophilus+L. delbrueckii

(YoFlex), ( ) S. thermophilus (Vega-Mild). Se presentan la media de los resultados (n=15).
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5. CONCLUSIONES

Una vez completado el proceso experimental, es posible extraer conclusiones tanto desde
el punto de vista microbiol6gico como sensorial, que respaldan el desarrollo de la bebida

funcional elaborada.

A nivel microbiolégico, todas las BAL mostraron un crecimiento adecuado para este tipo
de fermentacién. Esto se confirm6 mediante el control del pH y los recuentos microbianos

a lo largo del proceso.

Se observ6 un descenso del pH a valores inferiores a 4 a las 24 horas (T24), e incluso por
debajo de 3,5 en mas de la mitad de los microorganismos utilizados, este hecho evidencié

el uso de la glucosa para la formacion de &cido lactico.

El nivel de crecimiento microbiano fue el esperado, alcanzandose niveles superiores a 10’
UFC/mL en todas la cepas y en algunos casos, como L. plantarum, L. rhamnosus o L.

reuteri, superando los 10° UFC/mL.

Esto resultados sugieren que tanto la preparacion de la matriz como el proceso de
fermentacion fueron eficaces, permitiendo una correcta adaptacion y actividad de las
cepas Yy cultivos seleccionados, asi como que el pan desechado, demostro ser un sustrato

adecuado para las bacterias, favoreciendo su viabilidad y funcionalidad.

A nivel sensorial, el cultivo comercial Vega-Mild fue el mejor valorado por los catadores,
destacando la bebida con sabor a canela al 10% (v/v). No obstante, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con la bebida sabor canela inoculada con

el cultivo YoFlex.

Por tanto, YoFlex también representa una opcién viable para futuros desarrollos de la
bebida. Ademas del sabor canela, también seria interesante incluir el sabor vainilla, ya

que fue el que obtuvo las mejores valoraciones dentro de las formulaciones con YoFlex.

Dado que las bebidas vegetales fermentadas estdn en auge, resulta especialmente
relevante continuar investigando en esta linea. Ademas, esta bebida, aparte de ser una
alternativa saludable a los productos lacteos, es sostenible y no requiere del uso de
aditivos, como edulcorantes. En este contexto, la escalabilidad del proyecto adquiere un
interés particular, abriendo la posibilidad de su aplicacién a nivel comercial en el medio-

largo plazo.
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ANEXOS

FICHA DE CATA

Estamos realizando un estudio de consumidores sobre la mejora de la una bebida fermentada a base
de pan, y para ello necesitamos tu colaboracién. Por favor contesta a las siguientes preguntas,
marcando con una cruz la opcién elegida.

Sexo: [J Hombre CIMujer
Edad: [ De 16 a 24 afios [J De 25 a 34 aiios [J De 35 a 44 afios
[ De 45 a 54 afios [ De 55 a 64 afos [0 Mas de 65 afios

A continuacion, te presentamos diferentes muestras para que las evalles de una en una en orden
aleatorio.

Puntla cada uno de los pardmetros solicitados del 1 al 9 en funcién de la siguiente escala:

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 | | | | | | | |

T T 1 T T T 1 T T
Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me disgusta Ni me gusta Me gusta Me gusta Me gusta Me gusta
muchisimo mucho moderadamente  ligeramente ni me disgusta ligeramente  moderadamente mucho muchisimo

8749 | 4321 | 9451

Aspecto visual
Olor

Textura

Sabor

Acidez

Valoracién Global

Por favor, comenta en observaciones las caracteristicas de cada una de las que mas te hayan
llamado la atencién. ¢Notas diferencia en el grado de acidez o intensidad aromatica entre las
muestras?

Observaciones:

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION

Anexo 1: Ficha de cata para el andlisis sensorial
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