Doctorado en Ciencias Biomédicas
Facultad de Ciencias Médicas

Universidad Nacional de Rosario

TESIS DOCTORAL

Estudios de la biodisponibilidad de calcio y evaluacion
sensorial de una bebida desarrollada en base a jugos

de frutas, kéfir y cascara de huevo

Maria Eugenia Chulibert

Director: Dr. Alfredo Rigalli

Coadirectora: Dra. Silvana Sandra Ramadan

Colaboracion: Dra. Cecilia Casabonne

2021



A mis padres y al par mds grande que me dieron, vos SERE

A cada SER que me ayudo a que esto sea posible

A la VIDA por haberme dado la oportunidad de abrirme a pensar



Agradecimientos

Agradezco a las instituciones CONICET y a la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad

Nacional de Rosario, por permitirme acceder a la realizacién de un doctorado.

Agradezco enormemente al Dr. Rigalli Alfredo, a mi maestro, quién me capté y me ofrecié
esta gran oportunidad. Por su infinita paciencia y por ensefiarme desde el gran cientifico y ser
humano que es. Le agradezco por sus consejos sobre la vida y por acompafiarme en mi propio
vuelo. Le estaré agradecida toda mi vida y lo llamaré siempre que R no me funcione y para

compartir ciencia. Gracias Rigalli por haberme abierto las puertas del mundo cientifico.

Agradezco a la Dra. Silvana Ramadan por haber aceptado ser mi codirectora, por haberme
abierto al mundo microscoépico y haberme ensefiado que la ciencia es una aproximacion a la

realidad. Por haberme guiado en mi doctorado, ayudado a enfocarme y darle un fin a mi tesis.

Agradezco a la Dra. Cecila Casabonne por haber tenido toda la paciencia para que aprenda

a plaguear, a estriar, por cada detalle corregido. Con vos completamos el equipo de trabajo.

A mis tres maestros les doy mis gracias y sepan que marcaron mi vida, abrieron mi mente y
son los hombros sobre los que a partir de hoy me paro. Les digo: Muchas gracias, por y para

siempre.

A mis compafieros Patricia Lupion, Mercedes Lombarte, Lucas Brun, Verdnica Di Loreto,
Maela Lupo y Brenda Fina porque me abrieron las puertas del lab y no se imaginan lo feliz que alli
fui. Amé cada dia que compartimos juntos. Gracias por entender mis miedos, mis inseguridades y
mi intensidad. Gracias por haber sido parte de mis inicios, haberme ayudado en tantas cosas y por

haber confiado en mi.

A todos los miembros del LBO y CUEM, a quienes me ayudaron, a mis becarios, a cada uno
le digo Muchas Gracias. Mi tesis no podria haberse realizado sin la colaboracion de todos
ustedes. Gracias de verdad por todo el apoyo brindado.

A mis docentes de cursos del doctorado, por contribuir a mi formacion académica, por

interpelar mis ideas, por ensefiarme a pensar.

A mis compafieros del doctorado por haber sido testigo de mi tesis, por haberme escuchado
y ayudado. Le agradezco a Yanina Sguasero por responder mis dudas y haberme aconsejado
cuando lo necesité. A Guillermo Tejada por darme el empujon que necesitaba para empezar a
escribir la tesis. A Patricia Lupion y Carla Tomatis, por haber transitado esta etapa juntas, por el

apoyo que nos dimos.

A Laureana Villarruel, por tu ayuda con la quimica, los calculos estequeométricos y por
nuestra amistad. A Alejo Ferrer por tantas charlas en el lab, por tu escucha, por tus ideas
cientificas, por los proyectos compartidos.



A Mercedes Lombarte por estar ahi, al lado mio siempre. Por haber hecho tantas cosas para

gue encuentre un lugar en la ciencia. Por la amistad que construimos.

A Emilce Llopart y Nora Aimaretti por haber confiado en mi y haber contribuido en mi

formacion.

A los investigadores Francisco Dillon, Soledad Caballero, Gabriel Vinderola y Luca Settanni,

por haberse tomado el tiempo para responder mis dudas.

A Nicolas Rigalli, por ayudarme con la informética, haber salvado mi pc casi al final del

doctorado y haber respondido todas mis consultas.

A mis compafieros investigadores de cursos, congresos, jornadas, seminarios, colegas, a
cada persona que contribuyé en mi formaciéon académica y me hizo alguna devolucién para

mejorar mi proyecto de tesis.

A mis amigos, TODOS, por ser mi sostén, por haberme acompafado en todo esta etapa y
pido disculpas si fui muy densa con la tesis. Sin ustedes todo esto no tendria sentido. Gracias por
ser parte de esto que es tan importante para mi. Porque algo se convierte en un logro cuando lo

comparto con mis seres queridos. Gracias por estar siempre.

Agradezco a Paola Radice por darme el impulso cuando cai y por no cansarse de decirme
gue puedo. Gracias por darme la fuerza para perseguir mis suefios y para no resignarme antes de

la recompensa.
Agradezco:
A mi mama, por haberme ensefiado el valor mas grande de la vida: ser buena persona.
A mi papd, por haberme ensefiado a luchar por lo que quiero.
A mi tias Norma y Elsa, por el sostén y acompafiamiento de siempre.

A mi hermana, mi par, por siempre estar en cada detalle, por ser INCONDICIONAL. Por
haber sido testigo de toda esta etapa. Por ser la persona que mas escucho la palabra “tesis”, por

entender mis frustraciones, por ayudarme, por alentarme a seguir. Gracias por estar y ser parte.

A Kévin, por acompafiarme en este Ultimo tramo, por tu sostén y por ser parte de mi

crecimiento personal.



indice

ST U [ 41T o T PP PO PP PP TPPP 1
[ U o] 1= o T o o 2
F Y o1 =Y = L] - VPSP 4
[ 10 To [ 8 o o (o] TP PPPPRPPPPPRP 6
R\ o 1)Y= Tox oo PP PPUPPP PP 6
I N g (=T ot <o [T o] (= SRR 11
200 R 111 o o o TSRS 11
i % | o] o T PO O RPN PPPRPPRRIN 12
1.2.2.1 Generalidades del CAlCIO.........coiiiiiiiiiii e eaaaes 12
1.2.2.2 Requerimientos nutricionales de CalCiO..........cccoveiiiiiiiiii i e 13
1.2.2.3 Fuentes dietarias de CaAlCIO. ........uuuuiiiiiiieeeieiie it 14
1.2.2.4 Absorcion intestinal de CalCiO..........uuuuuiiiiiiiiii e 18
1.2.2.4.1 ViatranSCeIUIAI.........cciiiiiiiieeeeee ettt e e e e e e aa s 19
1.2.2.4.2 Via paracCelular.............ouuuuiiiiiii e 20
1.2.2.4.3 Factores condicionantes de la absorcion del calCio..............ccccuvviiiiiiiiiiniennns 21
1.2.2.5 Regulacion metabolica del CalCiO............ccoiiiiiiiiiiiiii e 25
1.2.2.5.1 ParathOrmMONQ. .......cooeiiiiiiiiiiieae et e e e e e e e e eeeees 25
T A ©F- (o1 | (o] 11 - VPRSPPI 27
1.2.2.5.3 VIAMINGA D.covveniiieeeiee ettt e et e e e e e e b e e e e e e e bt e ees 27
1.2.2.6 Patologias relacionadas a la ingesta y metabolismo del calcio.................cceeeeeen. 28
1.2.2.7 Evaluacioén del calcio a nivel poblacional.............cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiicce e, 33
I T L o> 1] T - Vo P PP 34
1.2.2.9 DETICIE A CAICIO......uuiiiiiiiiee ittt e et e e e aba s 34
1.2.3 Estrategias para aumentar la ingesta de NUIHeNteS........ccceeeeiiiiieeeeeiiiiceeeevceee 35
1.2.3.1 AlIMEeNtOS ENMHQUECIAOS. .. .uuiiiiii i e e e e e e e e e e e aaeaaeaeas 35
1.2.3.2 AlIMeNntos fOrtifiCAUOS. ... .coii e e e e e e e e eeees 36
1.2.3.3 SUPIEMENLOS AIETAINOS. ....eeieiiieeeee et e e 37
1.2.4 Experiencia en fortificacidn Con CalCiO............oeeeiiiiiiiiiiiciie e 38
1.2.5 Componentes de [a bebida............coooeiiiiiiiiiec e 39
1.2.5.1 Céscara de huevo de galliNa...........ccuueeiieiiiiiiiiiie e 39
1.2.5.2 Alimentos fermentados: KEfIM.........oooo oo 41
1.2.5.3 FrULAS CItIICAS. .. i iiiiiiiii et e e e e e e et e e e e e e st e e e e eeet e eeenns 45
A o] = 1Yo 1 PP PPPTTT a7
3 MaterialeS ¥ METOUOS. . .uuuuuiii i i e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e etb e e eetaneeeeees 48
3.1 Obijetivo 1. Estandarizar el mecanismo de preparacién de una bebida en base a jugos
de frutas, KEfir y CASCAra de NUBVO...........ouiiiiiiii e e e e e e e eeaaae 48
3.1.1 SeleCCiON dE frULAS......cccii i e e e e e e e e e e e e e e e e 48
3.1.2 Optimizacién de preparacion de la bebida..............ccccviiiiii 48
3.1.3 Origen de 10S MAterialEsS..........coiiiiiiiiiiceiis e e e e e e e 48
3.1.3.1 ENSAYO L.t e e et e e e e e e nr e aee 49
3.1.3.2 ENSAYO 2. . ceeeiiiiieeeeee e e e et e e e e e ee 50
TN G TR T 0 15T 1Yo T TP 50
3.1.4 MediCiONES raAliZAAS. .........ccvuii e 50
0 I B R |V =T [ o3 T T o [= 2 T 51
3.1.4.2 Medicion de hidratos de CarbONO...........ciiviieeiiiiiii e 51
3.1.4.3 MEICION UE PH. e 51
3.1.4.4 Medicion de conductividad EIECIIICA..........uuuuuiiiiieiiiee e 52
3.1.4.5 Medicion de acidez titulable...............c.uuuiiiiiii 52
3.1.5 ANALISIS @StAUISTICO. .. .uveeiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e 52
3.2 Objetivo 2. Determinar la biodisponibilidad de calcio de la bebida estandarizada.......... 53
3.2.1 Absorcion intestinal de CalCIO..........ccceiiiuiiiiiiiiie e e e e e e e eeeees 53
3.2.1.1 Preparacion de sacos intestinales evertidos............coovvvvviiiiiiiiiiii e, 53
3.2.1.2 ANAIISIS ©StAUISTICO. ....eiiiiiiieeeeeiie ittt e et 55
3.3 Objetivo 3. Evaluar el efecto de la bebida sobre el esmalte dental................ccccceeeinnnn. 56

3.3.1 ANALISIS CUANTIEATIVO. ...t 57



3.3.2 ANALISIS CUAITATIVO. ..ot 58

R e B A g - 1 TS R =T = o 1) o o J U 58
3.4 Objetivo 4. Evaluar la calidad microbiolégica de la bebida............ccccceeeeiiiiiiiiinnnn. 59
3.4.1 ENsayos MICroDIOIOGICOS. .....cccii i e e e e e ane 59
I o I A Y U= 1 - T PP PP PPT 59
3.4.1.2 Preparacion de dilUCIONES...........ouuuiiiiiiiiiiie e e e e e e eaans 59
3.4.1.3 Método de screening: busqueda de miCroorganiSMOoS...........cceuvveeeeeeerinieerernneenennnnns 60
3.4.2 ENSAY0S MICOIOQICOS. .. ..ottt e e e e e e e e e e e e e s e e e e 60
3.4.2.1 Recuento de hongos filamentosos y levaduriformes.............ccviiviiiiiiiiin e, 60
3.4.2.1.1 MICroSCOPIA OPLICA........ceeiiiiiiiiiiiiee e e e 61
3.4.2.2 Identificacion presuntiva de 1eVaduUIas.............ooccuuiiiiiiiiiiiiiiie e 61
3.4.2.3 Busqueda de clamidOCONITIas...........cueeiiiiiiiiiieiiiiiiiie e 62
3.4.2.4 |dentificacion definitiva de 1evaduras...........cccuuuuiiiiiiiiiiiiieee e 63
3.4.3 ENsayos DacCteriolOQICOS. ......uuuuuuiiiiiii it e e e e e e e e e ana 64
3.4.3.1 Recuento de mesofilos aerobios viables.............cccoiiiiiiiiiii 64
3.4.3.2 Recuento de bacterias coliformes totales. ... 64
3.4.3.3 Recuento de bacterias coliformes fecales...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 64
3.4.3.4 Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa poSitiva..............ooeeecviiiinneeeeeeennns 65
3.4.3.5 Busqueda de SalmOonella SPP.......uuuuuuuiiiiiiii e 65
3.4.3.6 BUSQUEAA AE BAL.... .o e e aaa 66
3.4.3.6.1 Determinacion fenotipica de actividad hemolitiCa............cccceeevvviiiiiciiiinnnnnns 66
3.4.3.6.2 1dentificacion d€ BAL.........cooiieeeeiei i 67

3.5 Objetivo 5. Evaluar la aceptabilidad de consumo de la bebida en seres humanos......... 68
3.5.1 Test sensorial de escala hedOnICa..............uuuiiiiiiiiiiiiieee e 68
3.5.2 Prueba GESCIIPIIVA. ... .uuuiiiiiiiiiiieie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 69
ST Y A g T 1 TS R =T = o 1) o o 70
3.6 Objetivo 6. Evaluar y describir el perfil de los consumidores de Kéfir............ccooevevennnnn... 71
3.6.1 DiSeA0 MELOUOIOGICO. ... cciiiiieeeeeiieee e e et e e e e e e e e e e e e e e e aeeees 71
3.6.2 ANALISIS ©StAUISHICO. .. .uuueiiiiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 71
=TS ] =T [0 1 PP 73
4.1 Objetivo 1. Estandarizar el mecanismo de preparacion de una bebida en base a jugos
de frutas, KEfir y CASCAra de NUEBVO...........coci it e e e e e e e e e e e e 73
4.1.1 SeleCCiON U@ frULA.....ccei ittt e e e e e e e e e e e e e e s e e e sannnnnnnnnnne 73
4.1.2 Optimizacién de la preparacion de la bebida...............cccoooiiiiiiiiiiiic e 74
4.1.2.1 ENSAYO L.ttt et e e e enaas 74
o A = 1T |V o BT PP 79
4.1.3 Formulacion final de la bebida............ooooiiiiiiiii 80
4.1.3.1 ENSAYO S.iiiiiiiiiiiiiie ittt ettt e e a et a e 82
4.2 Objetivo 2. Determinar la biodisponibilidad de calcio de la bebida estandarizada.......... 84
4.2.1 Absorcion intestinal de CalCIO...........coiiiiiiiiiiiee e e e 84
4.3 Obijetivo 3. Evaluar el efecto de la bebida sobre el esmalte dental.....................cooeeeees 85
4.3.1 ANAIISIS CUANTEALIVO. ....evvviiiiiiiies e e e e e e e e e e e e e e e e aa e e eenenas 85
4.3.2 ANAIISIS CUAIILIEALIVO. .....eeeeeiiieeiieee e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeennes 86
4.4 Objetivo 4. Evaluar la calidad microbiol6gica de la bebida.................ccciiiinnnnn. 88
4.4.1 Ensayos MICroDIOIOGICOS. ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 88
4.4.1.1 Método de screening: busqueda de miCroorganiSMOS. .........ccccoviiieraiiiiieeeeeeaeeeaeeeenn 88
4.4.2 ENSAYOS MICOIOQICOS. ... .cciiiiiieeetiititiis e et e e e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e aaeeeeeaeaaaabba e eesranss 89
4.4.2.1 Recuento de hongos filamentosos y levaduriformes.........ccccceeeeiiieeiiiiiicvciien e, 89
4.4.2.2 Identificacion presuntiva de 1eVaduras..............oocuuviiieiiiiiiiiee e 90
4.4.2.3 Busqueda de clamidOCONIAIBS. .........uuviiieiiiiiiiiee e 91
4.4.2.4 ldentificacion definitiva de levaduras..............cccuuviiiiiiiiiiiiee e 92
v e T =T g 1T\ Yo B o F= Tox (=] o] (o T o o TP 92
4.4.3.1 Recuento de mesdfilos aerobios viables...............ccooiiiiiiiiiiii s 92
4.4.3.2 Recuento de bacterias coliformes totales...........ooouuiiiiiiiiiiiiii e 93
4.4.3.3 Determinacion de coliformes fecales............oovvvvviiiiiiiiii e 93
4.4.3.4 Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa POSItIVA............cceeeeeeeiiiieeeiiiiiinnnn. 94

4.4.3.4.1 Confirmacion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva....................... 95



4.4.3.5 BUsqueda de SalMONEIIA. ..o 97

G T SR o L= Tod U [T (o I e [ = 7 I 97
4.4.3.6.1 Determinacién fenotipica de actividad hemolitica.............ccccceeeieiiiiniinnnnnn, 98
4.4.3.6.2 1dentificacion de BAL..........oouiiiiiiiiiiiiiii et 99
4.4.3.6.3 Caracterizacion e identificacion de aislamientos...............ccccceeieeeeeveeeennnnnn. 100

4.5 Objetivo 5. Evaluar la aceptabilidad de consumo de la bebida en seres humanos....... 101

4.6 Objetivo 6. Evaluar y describir el perfil de los consumidores de Kéfir...............cceee. 105

4.6.1 ANAIISIS UESCHIPLIVO.....uuuueiiiiiiiiiiiie e et e e e e e e e e e e s e s s bbb e b e e e eeeeenes 105

4.6.1.1 Analisis descriptivo sociodemografiCo............cccovviiiiiiiiiiiiiie e, 105

4.6.2 Andlisis descriptivo del tipo de CONSUMIAOIES..........uvvviiiiiiiiiieieeee e 105

4.6.3 Analisis descriptivo de los individuos consumidores de Kéfir..........cccceovvvviiiiiinneeenn, 106

4.6.4 Andlisis descriptivo de los individuos no consumidores de Kéfir..............ccovveeneeenn. 108

4.7 ANAIISIS CUANTALIVO. ....ciiiiieieeieiiiieit ettt e e e et e e e e e e e e e e e eetaa e e eeaeeeee 109

4.8 ANAIISIS CUANTITALIVO. ...ttt e e e e e e e e e e s e s eereaeeeee s 111

CS I 1S 1 T USSP 112

(SR O] T 1113 (o] 1= 118

A =71 o) 1o o > 1 - VPP 120

e T AN 0153 (o 1= TP 130

8.1 Control de calidad de agua Potable...........ccoouuiiiiiiiiiiii e 130

8.2 MEIOS A€ CUIIVO. ...ceeiititiie ettt e e e e e e e eaaeeaaees 131

8.3 TiINCION Gram-NICOIIE.......cooiiiiiiie e e e et eeaa s 136

8.4 Pruebas DIOQUIMICAS. ......coiiiiiiiiiiie ettt e e e eeaaeees 137

S O R O | - 1 =TT WP 137

S A O | (o o3 (0] 4 To o )1 =TT F PR PP 137

8.4.3 Prueba €N agar DINAS@.......ccuuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e 137

8.5 Consentimiento INFOIMATO. .....c..iie ettt et e e e e e e e e e e e e reaees 139



Resumen

Resumen

La ingesta de calcio (Ca), o de alimentos lacteos en general, es menor a la
recomendada en gran parte de la poblacibn por diferentes razones (acceso,
preferencia, tolerancia digestiva). Se desarrollé una bebida con aporte de Ca, a la que
haremos referencia a lo largo de toda la tesis como BEBIDA, a base de cascara de
huevo, frutas citricas y kéfir, para ofrecer una fuente alternativa de Ca. La mayor
concentracion de Ca se obtuvo incubando a 20 °C y durante 72 h: 6 g de cascara de
huevo, 10 g de kéfir, 200 mL de jugo de naranja y 800 mL de agua. Con estas
condiciones, la BEBIDA aporta en promedio 180 mg Ca/porcién. La BEBIDA también
se evalué microbiolégicamente para descartar la presencia de microorganismos
patdgenos. Ademas, experimentos realizados con saco del intestino delgado evertido
en ratas demostraron que la absorcion intestinal de Ca de la BEBIDA fue mayor que
las soluciones controles. Finalmente, a pesar de tener un valor de pH acido, la BEBIDA
no demostrd tener efecto desmineralizante sobre el esmalte dental. Esta tesis aporta
una metodologia para preparar a nivel doméstico un producto que podria contribuir a

incrementar la ingesta diaria de Ca.
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Introduccion

1 Introduccion

1.1 Motivacion

El calcio (Ca) es un componente esencial del cuerpo humano y critico para la
salud. Este elemento participa en diversos procesos biologicos, tales como:
conduccién nerviosa, contraccidbn muscular, estructura ésea, transduccion de sefiales y
regulacion de la secrecién hormonal y de las actividades vasculares [1]. Ademas, una
ingesta adecuada de Ca en la dieta se ha asociado con la reduccién de hipertension
[2], la prevencion de preeclampsia [3], disminucién de los célculos renales y del indice
de masa corporal, menor resistencia a la insulina y disminucién del cancer colorrectal
en la poblacién en general [4].

Segun la Academia Nacional de Medicina de Estados Unidos y las Guias
Alimentarias para la poblacién Argentina (GAPA), la ingesta diaria recomendada (IDR)
de Ca para un adulto es 1000 mg, siendo mayor en periodos de crecimiento y
posmenopausia [5].

Los productos lacteos contienen Ca en alta proporcién y su biodisponibilidad es
elevada, favorecida por la presencia de carbohidratos [6], proteinas de la leche [7] y
péptidos generados durante la digestion [1,8]. Por estas razones, se recomienda el
consumo diario de tres porciones lacteas [5,9]. Por el contrario, los alimentos de origen
vegetal contienen Ca pero la coexistencia con otros compuestos, especialmente el
acido oxalico, le confieren baja biodisponibilidad [10]. En prevencién de la
osteoporosis, ademéas del consumo de productos lacteos, se encuentran disponibles
suplementos de Ca para compensar la deficiencia en la ingesta de este micronutriente
[11].

Las fuentes mas importantes de Ca son los productos lacteos que constituyen
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mas del 60% de la ingesta diaria [12]. En los paises desarrollados la ingesta de
productos lacteos representa el 14% de la ingesta caldrica, mientras que en los paises
en desarrollo el 4% [13]. En China, las principales fuentes alimentarias de Ca dietético
provienen de verduras, frijoles y cereales, que representan el 30.2%, 16.7% y 14.6%,
respectivamente y, los productos lacteos representan el 6.7% [14].

Una desventaja adicional de los lacteos como fuente de Ca es la presencia de
intolerancia a la lactosa, enfermedad asociada a un déficit de lactasa que degrada la
lactosa en glucosa y galactosa [15,16]. El déficit de dicha enzima conduce a que las
personas reduzcan la ingesta de lacteos, muchas veces por autodiagnéstico de la
enfermedad [17]. Ademas, el numero de consumidores que siguen una dieta
vegetariana ha aumentado notablemente en muchos paises industrializados y es
probable gue su influencia en el sector alimentario continte creciendo. Y, por ultimo, la
canasta basica de alimentos para un hogar de 3 integrantes representa el 87% del
sueldo minimo en Argentina [18].

Segun un estudio de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2005,
en la mayoria de los paises en desarrollo, la IDR de Ca de mujeres embarazadas esta
muy por debajo de las recomendaciones. También se han observado ingestas bajas en
adolescentes de paises de altos ingresos [19].

En una revisién sisteméatica se analizaron 150 paises y se hallé que la ingesta
diaria promedio de Ca es de alrededor de 400 mg/dia. Se observaron valores mas
bajos en los paises de Africa subsahariana y en el sudeste asiatico, con cifras de
aproximadamente 200 mg/dia. En los paises de ingresos altos, la ingesta diaria de Ca
fue de 600 a 800 mg/dia [20].

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENNyS) del afio 2005 hallé que la

ingesta de Ca es insuficiente en el 94% de la poblacion, sin discriminar su localizacion
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geografica, situacion econdmica o edad, con un consumo promedio de 446 mg/dia en
mujeres embarazadas y 367 mg/dia en mujeres entre 19 y 49 afios. Aun comparando
la ingesta real con las metas propuestas por las GAPA, que recomiendan una ingesta
minima de 800 mg/dia, mas del 95% de las mujeres no llegé a consumir esa cantidad,
(Figura 1) [21]. Por otra parte, se evidencié una mediana de ingesta de 482 mg/dia
para nifias entre 10 y 19 afos, siendo la IDR para este grupo poblacional de 1300 mg
Ca/dia. Ademas, menos del 1% de la poblacién a la cual se le indic6 la toma de

suplementos de Ca cumplié dicho tratamiento [5].

Porcentaje de mujeres de 10 a 49 aifios con ingesta
inadecuada de nutrientes, segln categorizacion de los
hogares por ingresos. Total pais.
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Figura 1. EI 97.96% de mujeres de 10 a 49 afios tienen una ingesta
inadecuada de Ca. Adaptada de (5).

Frente a la problematica de déficit nutricionales, la fortificacién se ha utilizado en
paises de altos ingresos desde hace mas de 80 afios para restaurar los
micronutrientes perdidos durante el procesamiento de los alimentos. Ademas, la
fortificacion de alimentos tiene la ventaja de poder incorporar nutrientes a grandes
segmentos de la poblacion sin requerir cambios radicales en los patrones alimentarios.

Sin embargo, a pesar de esta vasta experiencia, los alimentos fortificados no siempre
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son accesibles para los grupos socioecondmicos bajos [22].

Dada la importancia del Ca para el organismo y sabiendo que es reducida la
cantidad de individuos que alcanzan su IDR por distintos motivos, se propone el
desarrollo de una bebida sin lactosa fuente de Ca a base de kéfir, jugos de fruta y

cascara de huevo.
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Problema

Los productos lacteos son la principal fuente de Ca pero la baja ingesta de los
mismos, por diversos motivos, conlleva a un déficit de Ca en la alimentacion. El
desarrollo de alternativas alimenticias fuentes de Ca que eviten las consecuencias de
su bajo consumo, contribuira a mantener una ingesta adecuada a lo largo de la vida.

La estandarizacion de una bebida en base a jugo de frutas citricas, cascara de
huevo y kéfir se ha pensado como una fuente alternativa de Ca, de preparacion

domeéstica y econémica.

Hipdtesis
La fermentacion de los componentes de frutas citricas por los microorganismos
del kéfir acidifica el medio, el cual favorece la disolucion del carbonato de Ca presente

en la cascara de huevo, permitiendo generar una bebida fuente de Ca no lactea.
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Nutricién

Segun la OMS, “nutricion es la ingesta de alimentos en relacién con las
necesidades dietéticas del organismo. Una buena nutricién, (una dieta suficiente y
equilibrada combinada con el ejercicio fisico regular) es un elemento fundamental de la
buena salud. Una mala nutricion puede reducir la inmunidad, aumentar la
vulnerabilidad a las enfermedades, alterar el desarrollo fisico y mental, y reducir la
productividad” [23].

Pedro Escudero fue un médico argentino considerado el padre de la Nutricion.
Cred las Leyes de la Alimentacién para conocer la normalidad de un plan alimentario,
las cuales son:

» Ley de la Cantidad: todo plan debe cubrir las necesidades caléricas de cada

organismo. Por ello debemos estimar el gasto energético del individuo para
mantener su balance energético.

» Ley de la Calidad: todo plan debe ser completo en su composicion, esto es, debe

aportar hidratos de carbono, proteinas, grasas, vitaminas y minerales. El valor
caldrico total debe tener una distribucion adecuada y tener en cuenta, ademas, los
alimentos protectores.

» Ley de la Armonia: esta ley se refiere a la relacion de proporcionalidad entre los
distintos nutrientes: 50-60% de hidratos de carbono, 10-15% de proteinas y 25-30%

de lipidos.

» Ley de la Adecuacion: la alimentacion se debe adecuar al momento bioldgico, a los
gustos y habitos de las personas, a su situacidon socio-econémica y a la/s
patologia/s que pueda presentar.
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Las cuatro leyes estan relacionadas entre si y se complementan. Por lo tanto,
desde el punto de vista biolégico, se puede decir que existe una sola ley de la
alimentacion: la alimentacion debe ser suficiente, completa, arménica y adecuada. El
plan de alimentacion correcto es el que responde a estas cuatro leyes [24].

La ley de la calidad hace referencia a una alimentacién completa, es decir, que
tiene el aporte de todos los nutrientes necesarios. En esta tesis de desarrollara un

nutriente en particular: el Calcio.

1.2.2 Calcio

1.2.2.1 Generalidades del calcio

El calcio (Ca) es un mineral, un cation divalente, cuyo peso molecular es 40
g/mol. En la composicion elemental del cuerpo humano ocupa el quinto lugar después
del oxigeno, carbono, hidrégeno y nitrégeno, constituyendo el 1.9% del peso corporal
total. EI 99% total del Ca se encuentra en el tejido 6seo en forma de fosfato de Ca, que
se aproxima a la hidroxiapatita [Caio(OH)2(PO.)s], siendo responsable de las
caracteristicas estructurales y funcionales del hueso. El 1% restante se halla
distribuido en los liquidos intravascular, intersticial e intracelular desempefiando
procesos bioquimicos que incluyen excitabilidad nerviosa, contraccibn muscular,
actividad secretora, activacion enzimatica, respuesta inmunitaria y coagulacion
sanguinea [25].

La calcemia promedio es 10 mg/dL, siendo su rango sérico de 8.5 a 10.5 mg/dL
(equivalente a 5 meqg/L), con una regulacion homeostéatica estrecha que no permite
gue sus variaciones fisiologicas excedan = 1.5 mg/dL. En el plasma, el Ca se
encuentra de tres maneras: Ca idnico (Ca?"), Ca unido a proteinas (principalmente a
albamina) y Ca no ionizable (unido a aniones como citrato o lactato que forman sales
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no disociables) [26].

1.2.2.2 Requerimientos nutricionales de calcio

Los valores de referencia dietéticos se establecen para tener en cuenta las
necesidades de crecimiento, desarrollo, funcionamiento y mantenimiento de la salud.
El Ca presenta el mayor requerimiento de todos los micronutrientes y, por eso, se lo
considera un macronutriente. El requerimiento para cualquier individuo dependera en
gran medida de la edad, el sexo, la actividad fisica, la biodisponibilidad del Ca en la
dieta y de factores genéticos [27].

Una ingesta adecuada de Ca es importante para maximizar el pico de masa
Osea durante la infancia y adolescencia, mantenerla durante la edad adulta y minimizar
su pérdida en edades avanzadas [28].

Un Comité del Instituto de Medicina (Institute of Medicine), encargado de
determinar las necesidades de Ca de la poblacion de América del Norte, realizé una
revision exhaustiva de la evidencia de resultados tanto esqueléticos como
extraesqueléticos. EI Comité concluyé que la evidencia cientifica disponible respalda
un papel clave del Ca en relacion a la salud 0sea, consistente con una relacion de
causa y efecto, y proporcionando una base sélida para la determinacion de las
recomendaciones de ingesta. Para los resultados extraesqueléticos, incluidos el
cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes y trastornos autoinmunes, la
evidencia es inconsistente, no concluyente en cuanto a la causalidad e insuficiente
para informar recomendaciones nutricionales [29].

Los requerimientos de Ca son los mismos para hombres y mujeres durante los
primeros 50 afos de vida, siendo la IDR mas alta durante la adolescencia, cuando
ocurre el maximo crecimiento éseo. A partir de los 51 afios, la IDR para las mujeres

aumenta con el fin de mitigar los efectos de la menopausia sobre la pérdida 6sea. La
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IDR para los hombres aumenta a partir de los 70 afios para preservar la salud ésea y
prevenir el desarrollo de osteoporosis [29]. En la Tabla 1 se muestra la IDR de Ca

segun el sexo y el grupo etario considerado.

Tabla 1. IDR de Ca segun grupo etario y sexo

Grupo etario Ca (mgldia)
Infantes
0-6 meses 200
7-12 meses 200
Nifios
1-3 afios 700
4-8 afios 1000
Hombres
9-18 afios 1300
19-70 afos 1000
>70 afios 1200
Mujeres
9-18 afios 1300
19-50 afios 1000
51-70 afos 1200
>70 afios 1200
Embarazo
14-18 afos 1300
19-50 afos 1000
Lactancia
14-18 afos 1300
19-50 afos 1000

Adaptada de Food and Nutrition Board, National Academies [30].

1.2.2.3 Fuentes dietarias de calcio
Para cumplir con la IDR de Ca es necesario consumir diariamente una variedad

de alimentos fuentes de este mineral. Se considera alimento fuente de Ca a aquel que
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aporta en una porcion al menos el 15% de la IDR (150 mg de Ca) [125].
Histéricamente, los productos lacteos fueron la fuente predominante de Ca en la dieta,
representando el 70% de la ingesta de Ca en la dieta estadounidense en 1984. Hoy,
sin embargo, los productos lacteos representan apenas el 40% de la ingesta de Ca, en
gran parte, debido a la popularidad de los suplementos dietéticos y la disminucién del
consumo de leche de vaca [9].

El Ca no es un mineral abundante en los alimentos habituales, aunque esta
presente en alimentos de origen animal y vegetal. Los productos lacteos (leche, yogur
y gqueso) proporcionan las fuentes mas concentradas de Ca en la dieta (Tabla 2); su
contenido no varia practicamente entre los productos enteros o descremados,

presentando estos ultimos un contenido levemente mayor [31].

Tabla 2. Contenido de Ca de lacteos

Alimento mg Ca/100 g
Leche
Entera fluida 105
Entera en polvo 900
Descremada fluida 117
Descremada en polvo 1220
Yogur
Entero/descremado,
natural/saborizado 135
Entero/descremado con cereales 120
Entero/descremado con frutas 90
Queso
Blando 500
Semiduro 700
Duro 1100

Adaptada de las GAPA [5].

La Tabla 3 muestra las fuentes vegetales de Ca como son las verduras de hoja
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verdes, legumbres, frutas secas y semillas que, si bien aportan Ca, contienen
sustancias que disminuyen su biodisponibilidad [16]. Ademas, esto implicaria consumir
cantidades muy altas de estos alimentos con la probabilidad de sufrir intolerancias a
nivel digestivo, dados los habitos alimentarios de la poblacién argentina. Por lo tanto,
puede resultar dificil para los consumidores que evitan los lacteos lograr una ingesta

adecuada de Ca.

Tabla 3. Contenido de Ca de alimentos de origen vegetal

Alimento mg Ca/100 g

Verduras

Acelga 51
Berro 120
Brocoli 47
Brotes de soja 67
Coliflor 22
Espinaca 94
Hojas de remolacha 117
Kale 150
Repollito de bruselas 42
Repollo 40
Rucula 160
Cereales y legumbres

Harina de garbanzo 100
Harina de soja 263
Harina de trigo 119
Garbanzo 150
Lenteja 46
Poroto 144
Soja 226

Frutas secas

16



Introduccion

Almendra 214
Avellana 114
Nuez 97
Semillas

Lino 200
Sésamo 60
Tofu 118

Adaptada de las GAPA [5].

También algunos pescados como la sardina (Tabla 4) aportan alto contenido de

Ca, especialmente cuando se los consume con el esqueleto.

Tabla 4. Contenido de Ca de pescados

Alimento mg Ca/100 g
Arenque 101
Pejerrey 105
Bacalao seco 225
Sardina 409
Adaptada de las GAPA [5].

Existen productos lacteos que a su vez son fortificados con Ca, tales como

leches fluidas y en polvo, yogures y postres lacteos que, si bien constituyen un buen

recurso para mejorar el aporte, son alimentos naturalmente fuentes de Ca [32].

También se pueden encontrar productos nutracéuticos con alto aporte de Ca como

fuente alternativa [14].

Ademas, la industria alimentaria ha desarrollado una serie de bebidas fortificadas

con Ca sustitutivas de los lacteos (Tabla 5), aunque el costo de las mismas es elevado

y aportan alto contenido de azlcares y otros aditivos.
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Tabla 5. Contenido de Ca promedio de bebidas vegetales fortificadas con Ca

Bebida mg Ca/100 g
Bebida a base de almendra 140
Bebida a base de arroz 145
Bebida a base de mani 140
Bebida de soja 120
Bebida a base de coco 130

Contenido de Ca promedio (mg%) calculado a partir de los alimentos hallados en el
vademécum Nutrinfo [32].

1.2.2.4 Absorcion intestinal de calcio

La absorcion de Ca es de aproximadamente un 35% pero varia a lo largo del
ciclo de la vida, siendo la etapa de lactancia el periodo de mayor absorcién, con un
porcentaje que oscila entre 55 y 60%; en la adolescencia estos valores descienden a
35-40% para establecerse alrededor del 30% en la etapa adulta. A partir de la mitad de
la vida en adelante, la eficiencia de absorcion declina casi 0.2% por afio, con un
porcentaje adicional del 2% en la menopausia [33].

La cantidad de Ca absorbida depende principalmente de la cantidad consumida,
el tiempo de transito en diferentes partes del intestino y la solubilidad del mismo, que
es inversamente proporcional al pH intraluminal: cuando el pH disminuye la absorcion
del Ca aumenta. El pH promedio del intestino delgado es 7.3 y el del colon 6.6. El
duodeno es el sitio con la maxima solubilidad de Ca, ya que el pH promedio es 6.0 y
es el mas bajo de todo el intestino. Aunque se absorbe mas eficazmente en duodeno y
yeyuno con un pH mas bajo, la cantidad de Ca absorbida en el ileon es mayor,
alrededor de un 65%, debido a que el contenido es retenido 10 veces mas en dicho
sitio [34].

La absorcién de Ca es un proceso que disminuye a medida que aumenta la
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cantidad ingerida, siendo un mecanismo adaptativo y protector de las altas
concentraciones de Ca luminal. Se ha demostrado que cuando las concentraciones de
Ca en los alimentos superan los 1000 mg/dia, la absorcién neta de Ca no supera los
500-600 mg/dia y se incrementa el Ca fecal [35].

La absorcién de Ca ocurre a través de dos mecanismos principales: transporte
transcelular impulsado metabdlicamente y una via pasiva no saturable llamada via
paracelular. Ambas vias estan reguladas por hormonas, nutrientes y otros factores

[36].

1.2.2.4.1 Via transcelular

La absorcion intestinal transcelular de Ca es un proceso activo dependiente de
ATP, que ocurre principalmente en el intestino delgado, y que es responsable de
aproximadamente el 90% de la absorcion total de Ca. El tiempo de permanencia en
cada segmento intestinal y la solubilidad del Ca son factores importantes que afectan
su absorcién [37].

Cuando el Ca luminal es menor que el Ca plasmético, el catibn se absorbe
activamente a través de la via transcelular [34]. Esta via implica el movimiento de Ca
desde el lado mucoso al seroso de la barrera intestinal, ocurriendo contra un gradiente
de concentracion. Es un proceso saturable activo que predomina en el duodeno y
yeyuno, y esta regulado por factores nutricionales y fisiolégicos, principalmente por la
vitamina D [38]. En intestino, la 1,25(0OH), vitamina D o calcitriol estimula el transporte
de Ca transcelular a través de la activacion del canal apical de Ca, el receptor de
potencial transitorio vanilloide tipo 5y 6 (TRPV5/6) o transportador de Ca 1 (CAT1), la
calbindina-D 9k intracelular (CBD9k), la bomba de Ca de la membrana basolateral
(PMCAL1b) y el intercambiador de Na*/Ca™ (NCX1) [39]. La accién del calcitriol esta

mediada por mecanismos gendmicos y no gendmicos a través de la union al receptor
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de vitamina D (VDR), el cual media sus efectos [40]. Otras proteinas como el receptor
sensor de Ca (CaR) y la fosfatasa alcalina intestinal (IAP) son proteinas que

coexpresan con las mencionadas.

1.2.2.4.2 Via paracelular

Cuando el Ca luminal es mas alto que el del plasma, el Ca ingresa al intestino a
través de la via paracelular, a través de uniones estrechas entre los enterocitos. Es un
transporte pasivo y no saturable, que se produce a lo largo de todo el intestino
delgado, predominando en el ileon por su longitud y tiempo de transito. Es un
mecanismo que depende de la concentracion luminal de Ca y del gradiente eléctrico a
través del epitelio, siendo la cantidad transportada proporcional a la concentracion
luminal. Dicha via adquiere importancia cuando la ingesta de Ca es elevada porque el
tiempo de permanencia en el intestino es corto y, a la vez, se encuentran inhibidas las
proteinas involucradas en la via transcelular [36].

La Figura 2 muestra los dos mecanismos involucrados en la absorcidn intestinal

de Ca.
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Figura 2. Descripcion de las proteinas y procesos involucrados en el
control de los mecanismos de absorcién de Ca a nivel intestinal. Adaptada
de [40].

1.2.2.4.3 Factores condicionantes de la absorcion del calcio

La deficiencia de Ca puede deberse a una baja ingesta 0 a una inadecuada
absorcién, existiendo factores facilitadores e inhibidores de la misma.

Factores facilitadores:

1. Lactosa

Se han realizado trabajos en los cuales se compard la absorcion de Ca en

presencia de lactosa y otros hidratos de carbono, hallandose que hay una mejor
absorcion de Ca en presencia de lactosa [6].

2. Proteinas y péptidos

Las proteinas y los péptidos derivados de los alimentos juegan un papel
importante en el tracto intestinal antes de ser absorbidos. Por ejemplo, algunas
proteinas y péptidos tienen la capacidad de regular la actividad enzimatica, modulando

asi la absorcién de nutrientes. Se observé que algunos péptidos de la leche estimulan
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el transportador de Ca en los enterocitos [4].
3. Fosfopéptidos derivados de la caseina de la leche
Se ha demostrado que los fosfopéptidos de caseina (CPP) son quelantes de Ca.
Un estudio reciente demostr6é que un péptido monomeérico aislado de fosfopéptidos de
caseina (F6-1) mejord el transporte de Ca en células Caco-2 al afectar la via
transcelular, regulando la expresion de TRPV6. Ademas, F6-1 mejoré la formacién
Osea y previno la resorcién Gsea [9]. Actualmente, los CPP estan siendo evaluados
para la produccién de alimentos funcionales [41].
4. Fructooligosacaridos
Los Fructooligosacaridos (FOS) y la inulina son prebioticos conocidos como fibra
activa, los cuales aumentan la absorcion intestinal de Ca a través de los siguientes
mecanismos: alteraciéon de la composicién de la microbiota intestinal, produccion de
acidos grasos de cadena corta, disminucién del pH intestinal, modificacion de
biomarcadores y regulacion del sistema inmunolégico. Se observd que son suficientes
15 g/dia de FOS para estimular la fraccién absorbible de Ca. Ingestas superiores a 20-
30 g/dia podrian ocasionar molestia intestinal [35].
5. Isoflavonas
Las isoflavonas son componentes biolégicos presentes en las plantas,
especialmente en las leguminosas como la soja. Corresponden a una subclase de los
compuestos llamados flavonoides y por su estructura quimica son considerados
fitoestrégenos (similar a los estrégenos humanos) [42].
Las isoflavonas se han estudiado como tratamiento complementario de la
osteoporosis ya que actian inhibiendo la resorcidon 6sea y estimulando la actividad
osteoblastica [43]. El numero de casos de osteoporosis en los paises de Europa

Occidental es elevado, lo que se relaciona con el bajo consumo de soja y sus
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productos, en comparacién con los paises asiaticos, donde la soja es el principal
componente de la dieta [44]. Mientras el estilo de alimentacion asiatica incluye un
consumo estimado entre 20 y 150 mg/dia de isoflavonas, la alimentacién occidental
contiene alrededor de 3 a 5 mg/dia. Se debe tener en cuenta que se aportan
aproximadamente de 1 a 3 mg de isoflavonas por gramo de proteina de soja, variando
ampliamente el contenido segun el tipo de grano, suelo y clima [45].

Otro factor que estimula la absorcion de Ca es la Vitamina D, ya mencionada
anteriormente.

Factores inhibidores:

1. Acido oxalico

Dentro de las sustancias desfavorables, el acido oxalico es el inhibidor mas
potente de la absorcién de Ca, ya que al combinarse forman oxalato de Ca, un
compuesto insoluble [46]. Los oxalatos se encuentran presente en altas cantidades en
vegetales como acelga, espinaca, remolacha y cacao [34]. Un estudio evalud la
absorcion de Ca de espinaca y leche de vaca en 13 individuos sanos. La leche tuvo
mayor absorcién en todos los casos, con una absorcién media del 27.6% Yy la espinaca
del 5.1% [47].

2. Fitato

El contenido de fitato tiene una correlacion negativa con la biodisponibilidad de
Ca, por la formacion de quelatos insolubles. Se encuentra presente en legumbres y
cereales integrales pero, cuando éstos se panifican, el acido fitico es degradado por la
fitasa de las levaduras fermentadoras, reduciéndose el efecto inhibidor. Otros
alimentos con alto contenido de fitato son el cacao en polvo, las semillas de sésamo y
girasol y las frutas secas [33].

Heaney et al. (1991) informé que una reduccion del contenido de fitato en
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semillas de soja de alrededor del 69.2% (de 978 a 301 mg/100 g) podria aumentar la
dializabilidad del Ca en aproximadamente un 33.5% (de 31% a 41.4%) [48]. Otro
estudio reporté una alta dializabilidad de Ca en vegetales Brassica, que son
esencialmente vegetales libres de fitatos y oxalatos [49]. En otro estudio se hall6 que
las semillas de soja cocidas tienen niveles medios de fitato (292 y 398 mg/100 @),
mientras que las semillas de sésamo tienen altas concentraciones; ademas se
clasificaron de acuerdo con sus dializabilidades de Ca, en los grupos de niveles medio
y bajo de biodisponibilidad de Ca, respectivamente [50].
3. Fibra alimentaria

La fraccion de la fibra alimentaria que contiene residuos de &cidos urénicos y
fitico es capaz de secuestrar iones de Ca en el medio intestinal. Este efecto es debido
a que estos grupos estan desprotonados con el pH intestinal y pueden interactuar
electrostaticamente con los minerales catidnicos [51]. No obstante, dado que éstos
pueden ser metabolizados por la microbiota intestinal, se produce la liberacion del Ca,
cuya absorcion a este nivel puede ayudar a mantener su balance, siempre que el
aporte de Ca sea suficiente [33].

Un estudio evalué el contenido de Ca vy la biodisponibilidad in vitro de alimentos
de origen vegetal y hallé que el kale, apio, col rizada, col china y brotes de soja tienen
alto contenido de Ca, baja concentracion de oxalatos, fitatos, fibra dietaria y, alta
dializabilidad de Ca, aunque cuando se lo compard con la leche de vaca tanto el
contenido de Ca como la dializabilidad fueron menores [50].

Las bebidas de origen vegetal no fortificadas con Ca presentan menor contenido
de Ca que la leche de vaca, sin embargo las fortificadas presentan valores mas altos y

mayor bioaccesibilidad de Ca (estudio in vitro) que la leche de vaca [52,53].
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1.2.2.5 Regulaciéon metabdlica del calcio

El Ca sérico se encuentra en una homeostasis permanente debido a que esta
regulado por hormonas calcicotrdpicas: parathormona (PTH), calcitonina (CT) y 1,25-
dihidroxivitamina D (o calcitriol) que, actian principalmente sobre el hueso, los rifiones
y el intestino [25]. La Figura 3 esquematiza los efectos hormonales sobre dichos

organos ante una situacion de hipocalcemia.

intestino enterocito
Catt 25(0H)D3
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Figura 3. Absorcion, excrecién y deposicion 6sea de Ca. Las flechas
() continuas indican procesos o flujos, la lineas de guiones con
punta (-») procesos de regulacién estimulatorios y las linea de
guiones sin punta (----1) procesos de regulacion inhibitorios.
Adaptada de [40].

A continuacién se enuncian los factores involucrados en la regulaciéon del Ca.

1.2.2.5.1 Parathormona

La PTH es una hormona proteica de 84 aminoacidos, sintetizada por las
glandulas paratiroides que interviene en la regulacién del metabolismo fosfo-célcico.
Esta hormona contribuye a mantener la concentracion de Ca en el liquido extracelular

(LEC), siendo el principal estimulo para su secrecidn una hipocalcemia. A nivel éseo,
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la PTH estimula la liberacion de RANKL por los osteoblastos, lo que induce a la
proliferacibn de osteoclastos con el consecuente aumento de la resorcién O6sea
(proceso de degradacion de tejido 6seo con liberacion de Ca y otros componentes al
LEC). A nivel renal, la PTH estimula los receptores asociados a adenilil ciclasa en las
células de los tubulos renales contorneados distales, aumentando la reabsorcion de
Ca y como consecuencia, disminuyendo la excrecion de Ca por orina. Ademas,
estimula la actividad de la enzima l-alfa-hidroxilasa en el riidn que incrementa los
niveles de vitamina D activa (1,25-dihidroxivitamina D) en el plasma y como
consecuencia hay una mayor absorcion de Ca a nivel intestinal. Por otra parte, la PTH
aumenta la eliminacion de fosfato debido a que inhibe la reabsorcion de este ion en el
nefron proximal y, en menor proporcion, en el distal. La movilizacion del mineral 6seo
aumenta el Ca y fosfato circulantes. El incremento de la fosfaturia por la PTH previene
la formacion de fosfato de Ca en sitios no deseados (conocido como calcificaciones
ectdpicas) ante una hipercalcemia [26].

La excrecion de Ca por orina es controlada por la CT y la PTH que regulan la
reabsorcion tubular y la salida de Ca del hueso o resorcion 6sea. La estructura ésea si
bien depende de la CT y PTH, éstas no tienen la funcién de fortalecer o debilitar la
estructura 6sea. En cambio, la hormona de crecimiento e insulina que tienen un rol
anabolico, favorecen la formacion 6ésea, sin influenciar demasiado en la resorciéon. Por
otra parte, un rol importante lo tiene el trabajo de los masculos estriados que al ejercer
fuerzas sobre el hueso impulsan los procesos de formacion 6sea y fortalecimiento.
Contrariamente, la falta de trabajo muscular y, como consecuencia la carencia de
fuerza, tiende a hacer que se forme menos tejido dseo y por ende los huesos pierdan

resistencia [26].
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1.2.2.5.2 Calcitonina

La CT es una hormona peptidica lineal, compuesta por 32 aminoacidos que
intervienen en la regulacion del metabolismo fosfo-calcico. Se secreta ante una
hipercalcemia y sus efectos principales estan orientados a disminuir la calcemia
mediante el aumento de la excrecién urinaria de Ca por inhibiciéon de la reabsorcion
tubular renal. También tiene efecto inhibitorio sobre la actividad osteoclastica,
disminuyendo asi la resorcién ésea. Los efectos de la CT son llevados a cabo a través
de su union al receptor de calcitonina (CT-R), dependiente de AMPc. La union de CT al
CT-R produce la activacién de proteinas, entre ellas, el péptido A relacionado a la CT
(CALCA) que, en presencia de ésta aumenta el ingreso de Ca a las células. Por otra
parte, también aumenta la expresién del péptido B relacionado a la CT (CALCB) que

estimula la vasodilatacion [54].

1.2.2.5.3 Vitamina D

La vitamina D es un derivado de esteroide responsable de la homeostasis del Ca
y el metabolismo 6seo. Esta puede provenir de los alimentos o formarse en la piel por
accion de los rayos ultravioleta sobre el 7-dehidrocolesterol. Independientemente del
origen, la vitamina D pasa a sangre donde es transportada por la proteina
transportadora de vitamina (DBP). La vitamina D es hidroxilada en higado a 25-
hidroxivitamina D por la enzima 25-hidroxilasa, enzima no controlada por PTH.
Posteriormente, la 25-hidroxivitamina D es hidroxilada en posicién 1 por accion de la
enzima 1-hidroxilasa renal, activada por PTH e inhibida por fosfato y fosfatoninas.
Como consecuencia se forma 1,25-dihidroxivitamina D o calcitriol. El calcitriol ejerce
sus efectos a nivel de los tejidos a través de receptores nucleares de vitamina D
(VDR), los que se hallan inactivos por union a proteinas del shock térmico (Hsp).

Cuando se libera calcitriol, el VDR se libera de Hsp y se heterodimeriza con el receptor
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de retinoide X (RXR) y se une a elementos de respuesta a vitamina D (DRE) activando
o inhibiendo genes necesarios [54].

Otras fuentes dietéticas de vitamina D (formas de vitamina D2 y D3) son el
pescado azul como el salmoén (300-1000 Ul), atun (230 Ul) o caballa (250 Ul), o
bebidas fortificadas o productos lacteos (100 UI/250 mL), o suplementos de vitamina D
o multivitaminicos (400-1000 Ul) [55].

La forma activa de la vitamina D promueve la absorcion de Ca en el intestino
delgado, suprime la secrecion de la hormona paratiroidea, influye en la mineralizacién
de la placa de crecimiento y estimula la diferenciacion de los osteoclastos a través de

los receptores de los osteoblastos [56].

1.2.2.6 Patologias relacionadas a la ingesta y metabolismo del calcio

Son numerosas las patologias que pueden afectar el aporte de Ca. Sin embargo,
las mas importantes son aquellas en que se debe restringir la ingesta de lacteos. En
algunos casos se debe a desérdenes del aparato digestivo y en otras a déficit
enzimaticos intracelulares. En la Figura 4 se muestran las principales enzimas

involucradas en el metabolismo de la lactosa y galactosa.
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Figura 4. Metabolismo de la lactosa en seres humanos. En recuadro se
muestran las enzimas cuyas deficiencias genéticas conducen a la
imposibilidad de consumir lacteos con contenido normal de lactosa.
Adaptada de [40].

Entre ellas tenemos a las que se describen brevemente a continuacion.

Deficiencia congénita de lactasa (COLACD)

Es un trastorno gastrointestinal autosémico recesivo, caracterizada por déficit del
gen que codifica para la proteina lactasa-florizin hidrolasa (LCT), precursora de la
enzima lactasa. Se encuentra una falta casi total de actividad de LCT en el material de
biopsia yeyunal. Se caracteriza por diarreas acuosas en bebés alimentados con leche
materna y otras férmulas que contienen lactosa [57].

Intolerancia a la lactosa o no persistencia de lactasa

Se presenta por un déficit en la actividad de la enzima lactasa intestinal pero no
por alteracion del gen que la codifica. Esta disminucién que ocurre en la nifiez o edad

adulta, esta asociada a algunas variantes del gen no codificante MCM6. Los europeos

del norte tienen la caracteristica de mantener la enzima a diferencia de otras etnias
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[57]. Los mamiferos adultos son normalmente intolerantes a la lactosa y mas del 75%
de la poblacién adulta humana sufre deficiencia de lactasa. Dicho déficit esta presente
un 80% en los humanos de raza africana, y hasta un 100% en los indios americanos y
los asiaticos. Las personas con intolerancia a la lactosa son incapaces de digerir
cantidades significativas de lactosa. Debido al nivel de lactasa reducida, la lactosa
presente en los productos lacteos no puede ser digerida en el intestino delgado y en
su lugar son fermentados por las bacterias intestinales. Los sintomas comunes
incluyen dolor y distension abdominal, flatulencia excesiva, y las deposiciones liquidas
después de la ingestion de alimentos que contienen lactosa. El exceso de lactosa
puede estar presente en la orina [58].

Galactosemia 1 (GALAC1)

Es una enfermedad causada por deficiencia del gen que codifica para la enzima
galactosa-1-fosfato uridiltransferasa (GALT). Es una forma de galactosemia, un error
innato del metabolismo de la galactosa, que se manifiesta tipicamente en el periodo
neonatal, después de la ingestién de galactosa, con ictericia, hepatoesplenomegalia,
insuficiencia hepatocelular, intolerancia alimentaria, hipoglucemia, disfuncion tubular
renal, hipotonia muscular, sepsis y cataratas. La herencia de GALAC1 es autosémica
recesiva. Las complicaciones a largo plazo incluyen retraso mental, dispraxia verbal,
anomalias motoras e hipogonadismo hipergonadotrépico. El tratamiento incluye una
dieta libre de galactosa, antibiéticos, y administracion de vitamina K [59].

Galactosemia por déficit epimerasa (GALAC3)

Es una forma de galactosemia, un error innato del metabolismo de la galactosa
gue se manifiesta tipicamente en el periodo neonatal, después de la ingestion de
galactosa, con ictericia, hepatoesplenomegalia, insuficiencia hepatocelular, intolerancia

alimentaria, hipoglucemia, disfunciéon tubular renal, hipotonia muscular, sepsis y
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cataratas. GALAC3 es una forma autosémica recesiva causada por la deficiencia de
galactosa epimerasa. Puede manifestarse como una forma periférica benigna con
sintomas leves y deficiencia enzimética solo en las células sanguineas circulantes.
Una segunda forma, conocida como deficiencia de epimerasa generalizada, se
caracteriza por niveles indetectables de actividad enzimatica en todos los tejidos y
caracteristicas clinicas graves, que incluyen crecimiento restringido y discapacidad
intelectual [60].

Galactosemia Il (GALAC2)

Enfermedad autosémica recesiva caracteriza por déficit del gen que codifica la
enzima galactoquinasa (GALK1). Se manifiesta tipicamente en el periodo neonatal,
después de la ingestion de galactosa, con ictericia, hepatoesplenomegalia,
insuficiencia hepatocelular, intolerancia alimentaria, hipoglucemia, disfuncién tubular
renal, hipotonia muscular, sepsis y cataratas. La formacién de cataratas es el resultado
de fenbmenos osméticos causados por la acumulacion de galactitol en el cristalino

[61].

Osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad esquelética difusa caracterizada por una
disminucion de la resistencia 6sea que predispone a un mayor riesgo de fracturas por
fragilidad. La evidencia cientifica sefiala una fuerte asociacion entre baja ingesta de Ca
y disminucion de la densidad mineral 6sea (DMO). Por lo tanto, la ingesta adecuada
de este mineral puede tener impacto en la reduccion del riesgo de fracturas originadas
por osteoporosis. Se estima que un incremento de masa 0sea del 10% podria reducir
el riesgo de las fracturas en un 50%. Su prevencion debe basarse en crear conciencia

respecto de la importancia de una adecuada ingesta de Ca en todas las etapas de la
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vida, manteniendo niveles adecuados de vitamina D y ejercicio, dada la intima relacion
gue existe entre el metabolismo del Ca, el ejercicio fisico y la vitamina D en relacion
con la salud 6sea [5].

El metabolismo del fésforo y el Ca estdn estrechamente relacionados ya que
comparten factores de regulacion como la vitamina D y la PTH, y ambos minerales
representan los principales componentes de la masa 6sea (hidroxiapatita). De hecho,
un desequilibrio crénico de la ingesta dietética de Ca y fésforo conduce a la pérdida
Osea [62]. En los paises occidentales la ingesta de fésforo esta por encima de la
recomendacién que es de 700, 1250 y 500 mg/dia para adultos adolescentes y nifios,
respectivamente [30, 63]. Esto se debe principalmente al mayor consumo de alimentos
ultrapreparados tratados con aditivos de fosfato, que van desde productos horneados
hasta bebidas cola [64].

El fosforo es necesario en los periodos de rapido crecimiento éseo, pero debe
estar en proporciones balanceadas con el Ca para que no actie con funcién
“antiosificante”. Por ser un componente de todas las células, el fésforo se encuentra
ampliamente distribuido en los alimentos. Sin embargo, algunos de ellos son los mas
significativos por el alto consumo en la poblacion occidental. Las bebidas cola tienen
alto contenido de fosforo, presentan una concentracion de hasta 18 mg%, con un
contenido practicamente nulo de Ca: una botella de refresco de 375 mL puede
proporcionar hasta 67.5 mg de acido fosforico. Estudios realizados por diversos
autores, indican que las bebidas carbonatadas pueden llegar a aportar hasta 1.000 mg
de fésforo diario [33]. Considerando un consumo diario de 500 mL/dia de bebidas
analcohdlicas se estarian incorporando 3.87 mg Ca y 27.59 mg de fésforo. Se vio que
la ingestién excesiva de fosfatos a través de estas bebidas, puede explicar la aparicién

de la alta prevalencia de osteoporosis en las sociedades desarrolladas. Su consumo
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excesivo no permitiria alcanzar una masa 0sea maxima por el alto contenido de
fosfatos. Por otro lado, su elevada ingesta se asocia al bajo consumo de refrescos
ricos en Ca, conocida esta situacion como “efecto de desplazamiento de la leche”
[124]. Segun el estudio Hidratar 2, a medida que aumenta la edad se incrementa la
ingesta de bebidas azucaradas en el desayuno y merienda, a expensas de una

disminucion del consumo de lacteos [65].

1.2.2.7 Evaluacién del calcio a nivel poblacional

Desafortunadamente, no existen indicadores préacticos a nivel poblacional para
evaluar el estado del Ca. Como se mencioné anteriormente, el Ca sérico esta regulado
por un mecanismo homeostatico muy eficiente y sofisticado, lo que lo convierte en un
indicador poco fiable. Por esta razén, en la mayoria de los paises se desconoce la
prevalencia de deficiencia. En ausencia de indicadores bioquimicos confiables, el
mejor método para evaluar el Ca es comparar la ingesta dietética con su IDR. Las
mediciones de la densidad mineral 6sea y el contenido mineral 6seo han
proporcionado un medio alternativo para evaluar la deficiencia de Ca en algunos
paises. En los Estados Unidos, por ejemplo, se ha estimado que entre 5y 6 millones
de mujeres mayores y entre 1 y 2 millones de hombres mayores tienen osteoporosis.
Otros enfoques incluyen la medicion de marcadores de resorciébn ésea en orina o
plasma, que tienden a ser mas altos en individuos con deficiencia de Ca. Sin embargo,
tales métodos son relativamente caros. Todas las medidas anteriores se ven
afectadas, entre muchos otros factores (estado de vitamina D, nivel de actividad fisica
y niveles hormonales), lo que complica alin mas la evaluaciéon del Ca a nivel

poblacional [22].
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1.2.2.8 Toxicidad

No suelen producirse ingestas excesivas de Ca de procedencia alimentaria, pero
si pueden ocurrir por el consumo de suplementos de este mineral. Dosis superiores a
2 g/dia pueden ocasionar hipercalcemia, sobre todo si se ingieren suplementos de Ca
y vitamina D combinados. La intoxicacion por hipercalcemia puede tener efectos leves
o graves, dependiendo de su intensidad. Ademas, de interferir en la absorcion de otros
cationes divalentes como hierro, magnesio y zinc, la hipercalcemia puede ocasionar
estrefiimiento, nauseas, poliuria, célculos renales y, en situaciones extremas, la

pérdida de tono muscular, el comay la muerte [66].

1.2.2.9 Déficit de calcio

La carencia de Ca puede ser ocasionada por un aporte dietético insuficiente, por
la deficiencia de vitamina D o por la baja relacion Ca/fésforo en la dieta. Dado que el
hueso actia como reservorio de Ca, es dificil que se mantenga una situacion de
hipocalcemia; por lo tanto, el efecto de la carencia de Ca es una insuficiente
mineralizacién de la matriz ésea, que es lo que constituye, en las etapas infantil y
adolescente, el raquitismo, y en la edad adulta, la osteomalacia [66].

Las numerosas funciones metabdlicas del Ca se mantienen incluso cuando las
ingestas son bajas porque el Ca se extrae del hueso si los mecanismos homeostaticos
no logran mantener un estado adecuado de Ca en el LEC. Por tanto, la ingesta
inadecuada de Ca conduce a una disminucion de la mineralizacién 6sea v,
posteriormente, a un mayor riesgo de osteoporosis en adultos.

Es altamente probable que la ingesta de Ca esté por debajo de los niveles
recomendados cuando la ingesta de productos lacteos es baja. Los productos lacteos
suministran entre el 50% y el 80% del Ca de la dieta en la mayoria de los paises

industrializados, mientras que los alimentos de origen vegetal suministran alrededor
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del 25% [9]. La ingesta de Ca a partir de los productos lacteos es un medio adecuado
para cumplir los requerimientos de este mineral aunque las personas no suelen
consumirlos en las cantidades establecidas por las guias clinicas. La suplementacién
con las tabletas es costoso y, a veces, implica que existan dificultades de la

adherencia al tratamiento [67].

1.2.3 Estrategias para aumentar la ingesta de nutrientes

Existen tres estrategias que se utilizan para aumentar el consumo de nutrientes
gue son deficientes en la poblacion denominadas fortificacion, enriquecimiento y
suplementacion.

Los alimentos fortificados y enriquecidos se encuentran detallados en el capitulo
XVII del Cadigo Alimentario Argentino (CAA), denominado “Alimentos de régimen o
dietéticos”. Son alimentos envasados, preparados especialmente, que se diferencian
por su composicion y/o por sus modificaciones fisicas, quimicas, biolégicas o de otra
indole, resultantes de su proceso de fabricacion o de la adicion, sustraccién o
sustitucion de determinadas sustancias componentes. Estan destinados a satisfacer
necesidades particulares de nutricibn y alimentacion de determinados grupos

poblacionales [66].

1.2.3.1 Alimentos enriquecidos

Los alimentos enriquecidos son definidos como “aquellos a los que se han
adicionado nutrientes esenciales (vitaminas y/o minerales y/o proteinas y/o
aminodcidos esenciales y/o acidos grasos esenciales) con el objeto de resolver
deficiencias de la alimentacion que se traducen en fendmenos de carencia colectiva”.
Los alimentos enriquecidos poseen una incorporacion de nutrientes considerados
necesarios por la autoridad sanitaria a fin de contribuir en la mejora de las carencias
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de nutrientes que existen en la poblacion, ya sea que presentan estados fisiolégicos
particulares 0 que requieren una incorporacién de cierto/s nutriente/s en mayor
concentracion para prevenir patologias endémicas en el pais. La autoridad sanitaria
define cuéles son los alimentos a los cuales se les debera afiadir los nutrientes en
cuestion, definiendo el tipo de nutriente especifico y la cantidad que debe incorporar.
Esta decision debe estar debidamente reglamentada a través de la hormativa nacional,
cuyo cumplimiento es obligatorio. Al respecto, en Argentina existen tres alimentos que
deben ser enriquecidos: la leche en polvo entregada en los programas alimentarios
(hierro, zinc y acido ascérbico), las harinas de trigo (acido félico, tiamina, riboflavina y

niacina), y la sal de mesa (iodo) [68].

1.2.3.2 Alimentos fortificados

El CAA define como alimentos fortificados a “aquellos en los cuales la proporcién
de proteinas y/o aminoacidos y/o vitaminas y/o substancias minerales y/o acidos
grasos esenciales es superior a la del contenido natural medio del alimento corriente,
por haber sido suplementado significativamente”. Este tipo de alimentos se elaboran
especialmente con un contenido mayor de algun nutriente, su fin es satisfacer
necesidades alimentarias especificas de determinados grupos de personas sanas, Yy
por lo general, son elecciones que toma la industria para agregar valor a sus
productos. La fortificacion no es obligatoria, pero en caso que una empresa decida
hacerlo deberd cumplir con ciertos requisitos. La porcion del alimento fortificado
deberd aportar entre un 20% y 50% para vitaminas liposolubles y minerales y hasta un
100% de los requerimientos diarios recomendados de vitaminas hidrosolubles. Estos
valores deben cumplirse en la porcion del producto. Para un alimento o bebida
fortificada en Ca, se debe aportar entre 300 y 500 mg por porcion.

Los nutrientes incorporados deben:
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» Ser estables en el alimento en las condiciones habituales de almacenamiento,
distribucién, expendio y consumo y presentar una adecuada biodisponibilidad.

» No presentar incompatibilidad con ninguno de los componentes del alimento ni con
otro nutriente agregado.

» Estar presente en niveles tales que no ocasionen una ingesta excesiva por efecto

acumulativo a partir de otras fuentes de la dieta [69].

1.2.3.3 Suplementos dietarios

Una tercera estrategia que es utilizada en escenarios en que la ingesta de Ca es
insuficiente, no pudiendo cubrirse a través de los alimentos, es la suplementacion.

El CAA define a los suplementos dietarios como “productos destinados a
incrementar la ingesta dietaria habitual, suplementando la incorporacion de nutrientes
y/u otros ingredientes en la dieta de las personas sanas que, no encontrandose en
condiciones patologicas, presenten necesidades basicas dietarias no satisfechas o
mayores a las habituales”. Deben ser de administracién oral y pueden presentarse en
formas sélidas (comprimidos, capsulas, granulado, polvos u otras) o liquidas (gotas,
solucion, u otras). Las vitaminas y minerales propuestos para suplementar la dieta
deben cubrir no menos del 30% de la IDR [69].

La ingesta adecuada de Ca en el embarazo y en la lactancia se sitla entre 1.200
y 1.500 mg/dia. Estos aportes deberian satisfacerse prioritariamente a partir de la
ingesta de alimentos. La mayoria de los estudios epidemiolégicos sobre suplementos
de Ca durante la gestacion demuestran una relacién inversa entre el consumo de Ca
en la dieta y la incidencia de enfermedad hipertensiva del embarazo. No obstante, en
la actualidad no se tienen datos suficientes para aconsejar la suplementacion universal
con Ca durante el embarazo [70].

En contextos en que el Ca de la dieta es insuficiente, la suplementacion es una
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estrategia importante para reducir las consecuencias graves de preeclampsia. En
casos en que la administracion de suplementos de dosis alta no sea factible, se puede
considerar la opcién de suplementos de dosis mas bajas (500 a 600 mg diarios) en
lugar de no administrarlos [70]. Otro escenario en que la suplementacién esta indicada

€S en personas con osteoporosis y con una ingesta de Ca inferior a 800 mg/dia [71].

1.2.4 Experiencia en fortificacion con calcio

La harina de trigo se fortific6 por primera vez con Ca en Reino Unido en 1943
para restaurar el Ca perdido durante la molienda. Actualmente, en Reino Unido es
obligatorio afiadir 940-1560 mg de carbonato célcico/kg a las harinas blancas y pardas
(pero no integrales) molidas. En Estados Unidos, la adicién de Ca a la harina ha sido
opcional desde principios de la década de 1940. La gama de alimentos fortificados con
Ca ha crecido de manera constante a lo largo de los afios, ya que fue creciendo la
evidencia de la baja ingesta de Ca en diversas poblaciones. Las sales de Ca mas
solubles, como el citrato, malato o el gluconato, se usan generalmente para fortificar
jugos y otras bebidas. El fosfato de Ca tribésico, y en ocasiones el carbonato o lactato
de Ca, se utilizan para fortificar la leche, a la que también se deben agregar gomas
(por ejemplo, carragenina, goma guar) para evitar que la sal de Ca sedimente. El
yogur y la ricota también pueden ser fortificados con estos compuestos de Ca. En los
paises industrializados y en algunos paises asiaticos, las bebidas de soja se
comercializan como sustituto de la leche de vaca, en cuyo caso también deben
fortificarse con Ca. Los estabilizadores como el hexametafosfato de sodio o el citrato
de potasio pueden mejorar la calidad de las bebidas de soja fortificadas con gluconato
de Ca o lactogluconato. La adicibn de sales de Ca a algunos alimentos puede
provocar cambios indeseables de color, textura y estabilidad al aumentar la

reticulacion de proteinas, pectinas y gomas. Los fortificantes de Ca también pueden
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oscurecer el color de las bebidas de chocolate [22].

Disponer de alternativas alimenticias ricas en Ca que eviten los problemas
mencionados contribuird a mantener una ingesta de Ca adecuada a lo largo de la vida.
El desarrollo de una bebida en base a jugos de frutas, cascara de huevo y kéfir se ha
pensado como una alternativa econémica de preparacién doméstica. A continuacion se

describe la evidencia cientifica de los ingredientes utilizados.

1.2.5 Componentes de la bebida

1.2.5.1 Cascara de huevo de gallina

Desde tiempos prehistéricos, los seres humanos han utilizado al huevo de gallina
como fuente de alimento. No solo el huevo es una importante fuente nutricional, sino
gue su cascara presenta componentes nutricionales y no nutricionales. Se genera una
gran cantidad de desechos de cascara de huevo a nivel mundial y se destaca que es
una fuente rica en minerales, especialmente Ca. Por lo tanto, ésta puede ser una
alternativa de bajo costo a los suplementos comerciales recomendados por la OMS
[72].

La cascara de huevo esta compuesta por un 38% de Ca, ademas de aportar
otros micronutrientes [67,73] (Tabla 6). Otros microelementos como boro, cobre, hierro,
molibdeno, azufre, silicio y zinc también estan presentes [74]. Para cumplir con la IDR

de Ca, aproximadamente, 2 g de cascara de huevo/dia/persona seria suficiente [67].
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Tabla 6. Composicion quimica de la cascara de huevo de gallina

Sustancia Media * DS
Calcio 38.2+3.5
Carbonato 443+ 3.2
Sodio 0.51 +0.09
Fosfato 0.44 +0.06
Sulfato 0.32 + 0.07
Potasio 0.14 £ 0.05
Estroncio 0.14 +0.02
Flaor 1.8x10° £1.1x10°
Materia organica 16.1+4.6
Materia inorganica 83.9+5.0

Valores expresados como media + desviacion estandar (DS)
en g cada 100 g de cascara. Adaptada de [67].

La cascara de huevo de gallina mejor6é el estado nutricional de personas que
viven en Africa subsahariana y, ademas, se hallé que la adicion de céascara de huevo
molida a los alimentos tradicionales es un enfoque seguro y aceptable para aumentar
la ingesta de Ca en la dieta [72].

La mejor manera de utilizar la cascara de huevo como suplemento dietético de
Ca es en polvo para agregar al pan, pizza o espagueti, ya que se evidenciaron
pequefios cambios en la textura y no se apreciaron cambios en el sabor. Ademas, se
encontré que no existe diferencia significativa en la absorcién del Ca proveniente de la
cascara de huevo con respecto a la absorcién de Ca proveniente del carbonato de Ca
en ratas macho Sprague-Dawley [67]. Otros estudios en ratas, hallaron que el Ca
obtenido a partir de cascara de huevo en polvo tiene una alta biodisponibilidad en
comparacion con el carbonato de Ca disponible comercialmente [75].

Un estudio comparoé los efectos de la suplementacién con Ca proveniente de la

cascara de huevo y el carbonato de Ca comercial en ratas ovariectomizadas, hallando
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que la densidad 6sea lumbar fue mayor en el primer grupo [76].

Schaafsma y Pakan (1999) mostraron un aumento de la densidad mineral 6sea
en la columna lumbar, fémur proximal total y trocanter en mujeres postmenopausicas
con osteoporosis que recibieron polvo de cadscara de huevo con suplementos de
vitamina D3 y magnesio [77].

Se ha demostrado que el Ca de la cascara de huevo es mas soluble y tiene
mayor capacidad de absorcion y disponibilidad que el carbonato de Ca. Estudios
clinicos y experimentales demostraron que el polvo de cascara de huevo tiene efectos
positivos sobre el hueso y el cartilago y que es adecuado para la prevencion y el
tratamiento de la osteoporosis [78]. Ademas, las proteinas de la cascara de huevo
mejoran la absorcion de Ca; observandose que el transporte de Ca a través de cultivos
en monocapa de células Caco-2 aumentd un 64% en presencia de proteinas solubles
de la matriz de la cascara de huevo [79].

Otros estudios desarrollaron nuevas formas de administrar Ca a partir de la
cascara de huevo como son comprimidos [80], el uso de polvo de cascara de huevo de
tamafio nanométrico para la fortificacion con Ca de yogures de leche de vaca, bufalo y

kéfir [81,82].

1.2.5.2 Alimentos fermentados: kéfir

Los alimentos fermentados son alimentos que se han producidos desde el
desarrollo de las civilizaciones [83]. La creencia popular de que los productos
fermentados tienen efectos beneficiosos para la salud data desde la antigliedad, pero
solo en las ultimas décadas estas ideas han comenzado a encontrar apoyo cientifico.
Actualmente los alimentos fermentados han recuperado valor en dietas occidentales
debido a los avances cientificos en la importancia de una microbiota intestinal

saludable. Varios grupos han sugerido que los alimentos fermentados deben incluirse
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como parte de las recomendaciones dietéticas [84,85].

El kéfir es un alimento fermentado originario del Caucaso que se transmite de
generacién en generacion. La elaboracion de kéfir fue durante mucho tiempo un
secreto ya que los musulmanes del Caucaso creian que el fermento utilizado tenia
caracteristicas benéficas y los mantenia fuertes [36].

El kéfir es una bebida fermentada artesanal constituida por una simbiosis de
bacterias y levaduras [86], pudiendo realizarse la fermentacién en distintas matrices
alimentarias: leche, agua con sacarosa, denominandose kéfir de leche y kéfir de agua,
respectivamente. El kéfir de agua puede elaborarse, ademas, con frutas o vegetales
[87].

El kéfir se caracteriza por el sabor propio de la levadura y por su efervescencia.
Los principales productos de la fermentacion del kéfir son acido lactico, etanol y
diéxido de carbono y, en menor cantidad, se pueden encontrar compuestos como
diacetilo, acetaldehido, acetato y aminoacidos. Los granulos de kéfir se componen de
microorganismos inmovilizados en una matriz de polisacaridos y proteinas llamada
kefiran, donde varias especies de bacterias y levaduras coexisten en asociacién
simbidtica. Esta poblacion ofrece la sintesis de metabolitos bioactivos, que son
esenciales para el crecimiento del granulo y la inhibicion de otros microorganismos,
como patégenos alimentarios y contaminantes [88].

El kéfir es un producto inestable microbiol6gicamente, por esta razén su
produccién es solo casera y no industrial, ya que se puede correr el riesgo de que la
fermentacién no sea siempre uniforme y estable a lo largo del tiempo [89]. Los
métodos de producciéon de kéfir, el tiempo, la temperatura de fermentacion, el tipo de
sustrato utilizado, el origen de los granulos, la proporcion granulos: sustrato y el tiempo

de enfriamiento posterior a la fermentacion son factores que influyen en la
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composicion quimica y microbiolégica del kéfir. Por lo tanto, cada kéfir tiene una
composicion Unica [90].

El kéfir es capaz de cambiar su relacion bacterias/levaduras, incluso sus cepas
microbianas, como consecuencia del tiempo, las condiciones experimentales, la
temperatura o microorganismos vecinos en el interior del grano. Un consorcio tipico
parece consistir en bacterias productoras de 4acido lactico, levaduras promotoras de la
fermentacién alcohdlica, junto con algunas bacterias productoras de acido acético. A
pesar de la gran diversidad microbiana en muestras de kéfir de diferentes regiones,
existen cepas comunes. Las cepas mas probables que se encuentran en el kéfir son
Lactobacillus, Leuconostoc, Kluyveromyces y Acetobacter [91].

El CAA en el apartado de Leches Fermentadas, Articulo 576 (Resolucion
Conjunta SPRyRS y SAGPyA N° 33/2006 y N° 563/2006)[88] define al kéfir como
“cuya fermentacion se realiza con cultivos acidolacticos elaborados con granos de
kéfir, Lactobacillus kéfir, especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus y
Acetobacter, con produccion de acido lactico, etanol y diéxido de carbono. Los granos
de kéfir estan constituidos por levaduras fermentadoras de la lactosa (Kluyveromyces
marxianus) y levaduras no fermentadoras de la lactosa (Saccharomyces omnisporus,
Saccharomyces cereviciae y Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei,
Bifidobacterium spp. y Streptococcus salivarius subsp.termophilus)”. Debe contener
como minimo 10* Unidades Formadoras de colonia (UFC)/mL de levaduras y 10" UFC
de bacterias 4cido lacticas (BAL) [89]. Vale aclarar que existe regulacién para el kéfir
de leche pero no para el kéfir de agua. Sin embargo, en Argentina no se encuentra
disponible ningun producto comercial de kéfir registrado por la Administracion Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica, esto puede deberse a la dificultad

de escalar la producciéon de kéfir a nivel industrial manteniendo sus propiedades
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guimicas y microbiolégicas constantes [92].

El Ministerio de Produccién y Trabajo de la Nacion lanzé la ficha 39 sobre la
promocién del consumo de kéfir de leche, dando a conocer las ventajas de su
consumo y explicando la forma de preparacion y opciones para incluir en la
alimentacion diaria de la poblacién (Secretaria de agroindustria de Argentina, 2015).

El kéfir esta compuesto por una gran diversidad de microorganismos benéficos y
compuestos bioactivos producidos durante la fermentacién, pudiendo considerarse un
potencial alimento funcional [94].

El kéfir de leche tiene numerosos beneficios para la salud, como propiedades
antiestrés, inmunomodulacion [95], hipocolesterolémico [96], antialérgico [97],
propiedades antiasméticas, antimicrobianas [98], anticancerigenas [99] y de
guimioprevencién contra el cancer de colon [100]. Es el alimento fermentado mas
comunmente investigado en términos de su impacto en la salud gastrointestinal, con
evidencias que sugieren que es beneficioso para la malabsorcion de lactosa y la
erradicacion de Helicobacter pylori. Sin embargo, el conocimiento detallado de la
composicion de kéfir es alin escaso y necesita ser caracterizado para la comprension
de los efectos fisioldgicos in vivo y para encontrar nuevas aplicaciones. Es necesario
gue se realicen mas estudios en modelos animales y humanos que demuestren una
clara causa y efecto del kéfir y la reduccidn del riesgo de enfermedad [94].

Si bien el sustrato mas utilizado y estudiado para la elaboracién de kéfir es la
leche, también existen granos de kéfir de agua, cuyo sustrato fermentativo puede ser
azucar o frutas [101]. Este es un aspecto beneficioso para la industria alimentaria, ya
gue el mercado de consumo de bebidas no lacteas ha aumentado en los Ultimos afios.
Este mercado esta destinado a consumidores con intolerancia a la lactosa, alergias a

productos lacteos, dietas vegetarianas, asi como a personas que tienen
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comportamientos ecolégicos (que son consumidores que buscan productos con menor
impacto ambiental, generalmente de origen no animal) [102,103]. Actualmente, la
investigacion sobre el kéfir de agua es limitada y la mayor parte de la informacion

cientifica disponible se refiere a la diversidad de sus especies.

1.2.5.3 Frutas citricas

Los principales azucares de las frutas citricas son sacarosa, glucosa, fructosa y
pequefas cantidades de galactosa. Los citricos contienen alto contenido de vitamina C
y de vitamina A en forma de carotenoides provitaminicos. La vitamina C se encuentra
principalmente en la corteza, encontrandose alrededor de un 25% en el endocarpio de
la fruta. Ademas, los citricos aportan acido félico en el jugo, que es una vitamina
hidrosoluble. El acido organico que méas abunda en estas frutas es el acido citrico,
seguido del acido malico. Durante el proceso de maduracion, mientras la cantidad de
azucares aumenta, disminuye la cantidad de los acidos (especialmente el acido
citrico). Se recomienda consumir dos a tres frutas por dia, de las cuales, al menos una
debe ser citrica [104].

Parte de la composicién quimica de las frutas citricas se puede ver en la Tabla 7.
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Tabla 7. Composicion quimica de frutas citricas en 100 g

Fruta Energia (kcal) Azucares (g) Fibra(g) Sodio(mg) Calcio (mg)

Limoén 29 2 2.8 2 26

Naranja 47 9 2.4 0 40

Mandarina 53 10 1.8 2 37

Pomelo 32 6 1.1 0 12
Adaptada de [32].

Las frutas citricas son el principal grupo de especies dentro de la fruticultura
nacional. Representan alrededor del 50% del total de frutas del pais. El noroeste
argentino se especializa en la producciéon de limén (principal citrico producido en la
Argentina que representa el 47% del total de citricos) y, en menor medida, de pomelo
(5% de la produccion de citricos). El noreste argentino, por su parte, se especializa en
el cultivo de citricos dulces: naranja y mandarina (33% y 15%, respectivamente). El
objeto de la produccion de citricos es la fruta en fresco. El destino es mayoritariamente
el mercado doméstico (60%), representando la exportacién cerca del 15% del volumen
producido de naranja y mandarina. El consumo interno aparente de naranja fue de
13.2 kg/hab/afio y de mandarina 5.2 kg/hab/afio en el afio 2014.

Entre los citricos, la produccion de naranja constituye alrededor del 54.84% de la
produccién mundial total, seguida de la mandarina con el 24.70%; finalmente, el
20.44% restante corresponde a la suma de limén y lima (13.97%) y pomelo (6.47%)

[105].
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2 Objetivos

Objetivo general

Estudiar la biodisponibilidad de Ca y evaluar sensorialmente una bebida

desarrollada en basa a jugos de frutas, kéfir y cascara de huevo.

Objetivos especificos

1. Estandarizar el mecanismo de preparacion de una bebida en base a jugos de

frutas, kéfir y cascara de huevo.
2. Determinar la biodisponibilidad de Ca de la bebida estandarizada.
3. Evaluar el efecto de la bebida sobre el esmalte dental.
4. Evaluar la calidad microbioldgica de la bebida.
5. Evaluar la aceptabilidad de consumo de la bebida en seres humanos.

6. Evaluary describir el perfil de los consumidores de kéfir.
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3 Materiales y métodos

3.1 Objetivo 1. Estandarizar el mecanismo de preparacién de una bebida en

base a jugos de frutas, kéfir y cascara de huevo

3.1.1 Seleccién de frutas

Con el objetivo de seleccionar una fruta para el desarrollo de la bebida, se
evalud el jugo proveniente de frutas citricas. Los motivos de esta seleccion fueron: facil
manejo para su extraccion de jugo, su acidez natural y su accesibilidad. Para ello se
obtuvieron jugos de mandarina, naranja, pomelo y limén con una exprimidora eléctrica,
a los cuales se les midi6 las siguientes variables: pH, acidez titulable, conductividad

eléctrica e hidratos de carbono (glucosa y fructosa).

3.1.2 Optimizacién de preparacion de la bebida

3.1.3 Origen de los materiales

Para desarrollar la bebida se utilizaron los siguientes ingredientes con sus
respectivos procedimientos.

Céscara de huevo

La cascara de huevo fue provista por miembros del laboratorio. Se secé y se
procesO mecanicamente usando un molino mezclador (Retsch GmbH, MM200, Haan,
Alemania) durante 20 min a una frecuencia de 30 s* como método estandar. Luego se
esterilizé el polvo de cascara de huevo de gallina en un autoclave esterilizador
automatico (Microclave SL 9000, Buenos Aires, Argentina) durante 15 min a 134 °C.

Jugo de naranja

Las naranjas utilizadas en este estudio fueron adquiridas en una verduleria de la
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zona microcentro de la ciudad de Rosario (Santa Fe, Argentina). El jugo fue extraido a
través de una juguera eléctrica, con previa higienizacion y sanitizacién, y recolectado
en tubos estériles.

Granulos de kéfir

Los granulos de kéfir fueron obtenidos de una persona, quien realiza
fermentacibn de kéfir de agua para consumo personal. Los mismos fueron
conservados a -18 °C hasta su utilizacion.

Agua potable

Se utiliz6 agua potable de la zona microcentro de Rosario. Se realizé un analisis
de calidad por el Centro Universitario de Estudios Medioambientales, Universidad

Nacional de Rosario (Anexo 8.1).

3.1.3.1 Ensayol

Se evalué la influencia de diversos factores sobre el proceso de disolucién de la
cascara de huevo y la concentracion de Ca de la bebida generada. Para ello se realizd
un disefio factorial para determinar la condicién 6ptima para cada uno de los factores
evaluados: cantidad de céscara de huevo, tiempo y temperatura. Se utilizaron
cantidades crecientes de cascara de huevo con tres temperaturas diferentes, dejando
fija la cantidad de jugo y de kéfir. Se prepararon soluciones con 200 mL de exprimido
de naranja, 10 g de kéfir y 800 mL de agua potable con distintas cantidades de
cascara de huevo: 0, 0.5, 2.5, 4 y 6 g. Como controles se prepararon 3 tubos: uno con
kéfir sin cascara, otro con jugo y cascara (0.5 g) y otro con jugo solamente. Las
muestras fueron incubadas durante 72 h y el experimento se repitié a 3 temperaturas:
8, 12 y 20 °C. Fueron establecidos los tiempos 0, 24, 48 y 72 h para la medicion del pH
y Ca de las muestras. Por el nimero de niveles y factores, el disefio factorial completo

consistié en 15 unidades experimentales.
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Las cantidades expresadas en g se midieron con una balanza Mettler de
apreciacion 0.0001 g, lo que determiné que el mayor error relativo del experimento
fuera del 0.05%, ampliamente aceptable en funcion del resto de las mediciones. Los
volimenes fueron medidos con pipetas y propipetas con un error relativo inferior al

1%.

3.1.3.2 Ensayo 2

Se realizé un nuevo disefio factorial para determinar si la cantidad de jugo (200,
500 y 1000 mL), la cantidad de kéfir (10 y 20 g) y el tiempo (0, 24, 48 y 72 h) influyen
en la concentracién de Ca de la bebida, utilizando 6 g de céscara de huevo y a una
temperatura de fermentacién de 20 °C. Todas las muestras tuvieron un volumen final

de 1000 mL utilizando como diluyente agua potable.

3.1.3.3 Ensayo 3

Con el propésito de evaluar el consumo de los hidratos de carbono presentes en
la bebida (correspondientes al jugo de naranja) debido al proceso fermentativo del
kéfir, se midi6é el contenido de sacarosa, realizando una hidrélisis previa. Se midieron

los monosacaridos provenientes de la hidrélisis de éste disacarido: glucosa y fructosa.

3.1.4 Mediciones realizadas

Las mediciones quimicas se llevaron a cabo siguiendo protocolos operativos
estandarizados. Las mediciones se realizaron por duplicados bajo un estricto control
de calidad. Se rechazé el valor de una muestra cuando el coeficiente de variacion
excedid el 10%. Simultaneamente, se procesaron soluciones de control de calidad de
concentracion conocida, si las unidades de desviacion estandar estaban fuera del

rango [-2, 2], se repetia la medicién de todo el lote de muestras.
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3.1.4.1 Medicién de Ca

La concentracion de Ca en las diferentes muestras se midid utilizando un
espectrofotometro de absorcién atébmica Arolab MK Il. Las muestras se diluyeron 1/50,
fijando la concentracion de SrCl, 2% para eliminar sustancias que pudieran interferir
en la medicion. Se utiliz6 una curva de calibracion con concentraciones de Ca 0-50
po/mL y la llama utilizada se obtuvo por mezcla de acetileno: aire en proporcion 1.5:1.
Luego de evaluar los errores sistematicos y aleatorios se calculé la concentracién de

Ca en cada muestra, expresandola en mg/L.

3.1.4.2 Medicion de hidratos de carbono

Con el propésito de evaluar el consumo de los hidratos de carbono presentes en
la bebida (correspondientes al jugo de naranja) debido al proceso fermentativo del
kéfir, se midi6é el contenido de sacarosa, realizando una hidrélisis previa. Se midieron
los monosacaridos provenientes de la hidrolisis de éste disacéarido:

» Medicion de glucosa: se utilizé el Kit de Glicemia (Wiener Lab, Rosario, Argentina) y
se midi6 por técnica espectrofotométrica a 505 nm. Luego se calculd la
concentracion de glucosa en g/L.

» Medicion de fructosa: se utilizd un Kit compuesto por: estandar de fructosa 5 g/L,
HCl 30% y resorcinol 0.1%. La reaccién ocurrio a 80 °C. Se medié por técnica
espectrofotométrica a 406 nm. Luego se calculé la concentracién de fructosa en g/L

[108].

3.1.4.3 Medicién de pH

El pH se midi6é con un pH-metro Metrohm E 632. Para la calibracion se utilizaron
buffers de pH 7 y 4 para medidas de pH menores a 7 y buffers de pH 7 y 9 para
medidas mayores.
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3.1.4.4 Medicidon de conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica se midié6 con un conductimetro Hanna 430. Los

valores se expresaron en mS/cm.

3.1.4.5 Medicion de acidez titulable

Se realizd por titulacion de un volumen de la solucion en estudio (2 mL) con
NaOH 0.1 M. El agregado de NaOH se realiz6 hasta alcanzar pH=7, valor que fue
controlado con un pH-metro. Con el volumen de NaOH gastado, la concentracion del
mismo y el volumen de la solucion de NaOH se calcularon los mEgq de NaOH

gastados/L de solucion en estudio. Este Ultimo valor representa la acidez titulable.

3.1.5 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los experimentos se analizaron con bibliotecas del
programa R, version 3.6.2 [107]. El disefio factorial se analiz6 con ANOVA y modelos
lineales. El andlisis de las componentes principales (PCA) se realizé con la biblioteca
FactoMineR. Cuando se compararon los valores de mas de dos grupos se utilizé
ANOVA para dos criterios y las diferencias entre los grupos se analizaron con el Test

LSD con correccion de Bonferroni de la biblioteca Agricolae.
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3.2 Objetivo 2. Determinar la biodisponibilidad de calcio de la bebida

estandarizada

3.2.1 Absorcidn intestinal de calcio

La absorcién intestinal de Ca es un proceso que ocurre principalmente en el
intestino delgado [36]. Se evalud la absorcion de Ca de la BEBIDA a través de un
modelo ex vivo de sacos de intestino delgado evertidos [86].

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas hembras Sprague Dawley de 180-
220 g de peso corporal. Las ratas fueron proporcionadas por el Bioterio Central de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional Rosario (Argentina). Los
mismos fueron alimentados con alimento balanceado para roedores (Gepsa,
Argentina) y agua ad libitum. Antes de los experimentos, las ratas fueron cuidadas en
un ambiente con temperatura controlada de 23-25 °C, con un ciclo de luz-oscuridad de
12h-12h y flujo de aire filtrado en el intervalo de tiempo programado.

El cuidado de los animales y los experimentos realizados se llevaron a cabo de
acuerdo con las directrices internacionales para el cuidado de los animales [87] y este
trabajo ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Médicas de

la Universidad Nacional de Rosario (resolucion C.D. N° 2162/2017).

3.2.1.1 Preparacion de sacos intestinales evertidos

Luego de la eutanasia de las ratas por inhalacién con CO,, el intestino delgado
fue removido, evertido y enjuagado con solucién de NaCl 9 g/L.

Para evertir al intestino primero se introdujo un émbolo de aguja de 1 mL dentro
del intestino. Se at6é un nudo entre el émbolo y el intestino y, se retir6 el émbolo,

dejado atado al intestino. Dicho procedimiento esta representado en la Figura 5. Luego
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se dividi6 el intestino evertido en 4 segmentos de tamafio similar.

solucion mucosa

\

j— nudo *
L/ \JL
%
Q
duodeno eversion llenado del

compartimiento seroso

Figura 5. Esquema eversion de intestino. Adaptada de [86]

La superficie serosa de los sacos intestinales evertidos se expuso a la siguiente
solucién:
» Solucion interna: Tris 1 mM, MgCl. 1 mM, glucosa 160 mM, M -glicerofosfato 100

Mm, pH= 9.

La superficie mucosa se expuso a las siguientes soluciones segun los
tratamientos estudiados:
» BEBIDA: como se indica en el apartado 4.1.3.
» Control 1: agua + CacCl..
» Control 2: jugo de naranja + CaCls.

Se utiliz6 CaCl, de grado analitico como control porque tiene una alta
biodisponibilidad (= 90%). Todas las soluciones fueron preparadas y ajustadas para
tener la misma concentracion (600 mg Cal/l).

Cada saco fue llenado con 0.5 mL de solucién interna y se colocaron 4 de éstos
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en un volumen de solucién externa de 25 mL, con una relacibn mucosa/serosa de
aproximadamente 10, de modo que la concentracién de Ca en la solucibn mucosa
permanecio constante durante todo el experimento. Los experimentos se realizaron a
37 °C durante 30 min y se obtuvieron muestras del compartimento seroso al final del
periodo de incubacion. La tasa de absorciéon de Ca (ug Ca/min) se determiné con el
volumen y la concentracibn de Ca del compartimento seroso y la duracion del
experimento. La concentracibn de Ca serosa se midi6 por espectroscopia de

absorcién atémica, de acuerdo a lo detallado en el apartado 3.1.4.1.

3.2.1.2 Andlisis estadistico
Cuando se compararon los valores de mas de dos tratamientos se utilizd
ANOVA a dos criterio y las diferencias entre los grupos se analizé con el test de

comparaciones multiples, LSD.
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3.3 Objetivo 3. Evaluar el efecto de la bebida sobre el esmalte dental

Con el objetivo de evaluar el efecto de la BEBIDA sobre el proceso de
desmineralizacidn-remineralizacion del esmalte dental, se realiz6 un disefio
experimental utilizando dientes bovinos recién extraidos, los cuales se obtuvieron de
animales sacrificados en el matadero CTC de Puerto Vilelas (Chaco, Argentina). En
este estudio se incluyeron dientes libres de caries y defectos del esmalte de bovinos
gue no tuvieron mas de 3 afios.

Las coronas se pulieron con un cepillo circular con cerdas de nailon montadas
en una pieza de mano y luego se enjuagaron con agua destilada. Los dientes se
sumergieron en formalina al 5% durante una semana a 4 °C. Se realiz6 una seccién
transversal a la altura del cuello del diente para separar la porcion coronal de la raiz
con una hoja de diamante montada en la pieza de mano con abundante corriente de
agua fria y constante. El area cervical, el area de corte y el conducto de la porcion
coronal se cubrieron con barniz resistente al acido, dejando solo el tejido adamantino
expuesto. Las coronas se almacenaron en solucion salina hasta el momento del uso.

Las muestras se dividieron al azar en 4 grupos (n=20, 5 por grupo) y se utilizd
una adaptacion del método propuesto por Ferrazzano para producir erosion del
esmalte [88]. Cada corona se sumergié en un volumen de solucién segun el
tratamiento y se ajustaron los mL segun su peso, guardando la relacion 0.1 mL de
solucién/g de corona. Los tubos se mantuvieron a 4 °C durante 72 h y al final del
ensayo se realizaron mediciones en los dientes y en las soluciones de tratamiento.

Se evaluaron los siguientes tratamientos y soluciones:

» Saliva artificial: control negativo de desmineralizacion con la siguiente composicion:
p-hidroximetilbenzoato (2.00 g/L), carboximetilcelulosa sédica (10.0 g/L), KCI (8.38

mmol/L), MgCl. (0.29 mmol/L), CaCl. (1.13 mmol/L), K;:HPO, (4.62 mmol/L), KH,PO,
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(2.40 mmol/L), pH 7.2.

> Acido lactico: control positivo de desmineralizacion, cuya composicion fue: acido
lactico 0.1 M y carboximetilcelulosa sddica (10.0 g/L), pH 4.5.

» Control bebida: BEBIDA sin kéfir.

» BEBIDA: como se indica en el apartado 4.1.3.

El pH de BEBIDA y control bebida se ajusto a 4.5, de manera de igualar el valor
de pH del acido lactico.

Antes y después de los tratamientos, las muestras se secaron hasta peso
constante a 30 °C. Cada muestra se pesO antes y después del tratamiento con las
distintas soluciones, utilizando una escala de alta precision de estimacion de 0.1 mg
(Mettler, Suiza). La concentracion de Ca en las soluciones tratamiento se midio al
inicio y al final del ensayo, mediante espectroscopia de absorcién atémica, como fue
detallado en el apartado 3.1.4.1. Los resultados se expresaron en pg de Ca liberado

durante el experimento.

3.3.1 Anadlisis cuantitativo

El proceso de desmineralizacion-remineralizacion se analizé utilizando la
relaciéon entre el peso final/peso inicial, que denominamos razén de desmineralizacion
(R). El valor de R se interpreta de la siguiente manera: R=1 indica que no hubo
predominio de la desmineralizacién por sobre la remineralizacién; R>1 indica mayor
remineralizacién; R<1 indica predominio del proceso de desmineralizacion. La
concentracion de Ca fue analizada con la diferencia entre tiempo final e inicial; un valor
positivo se interpret6 como predominio del proceso de desmineralizacién sobre la

remineralizacion.

57



Materiales y métodos

3.3.2 Anadlisis cualitativo

Se obtuvieron imagenes con un Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) del
Laboratorio de Microscopia Electrénica, Instituto de Fisica Rosario, CONICET. Se
analizé 1 muestra de cada grupo.

Se colocaron las muestras en platinas con el lado vestibular hacia arriba y se
metalizaron con una fina capa de oro, mediante metalizacion eléctrica (Sputtering
Denton Vacuum Desk IlI, Moorestown, Estados Unidos) y se observaron por SEM
(JEOL JEOL 5800LV. Tokio, Japon- Microscopia electronica Servicio-UNNE). Las
imagenes se capturaron digitalmente con una ampliacion de 1000x y 3000x

(Digitalizador Gatan modelo 788 Digiscan Il Pleasanton, Estados Unidos).

3.3.3 Andlisis estadistico

La distribucién de probabilidad de los datos se analizé con la prueba de Shapiro
Wilk y la homocedasticidad de los datos se evaluod con la prueba de Barttlett. En todos
los ensayos se utilizé un nivel de significacion de 0.05. Para comparar variables
numeéricas entre tres 0 mas grupos se utilizé la prueba de ANOVA o Kruskal Wallis,
segun corresponda. Las diferencias individuales entre los grupos se evaluaron con un

test de comparaciones mdltiples con correccién de Bonferroni.
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3.4 Objetivo 4. Evaluar la calidad microbioldgica de la bebida

3.4.1 Ensayos microbiolégicos

Con la finalidad de evaluar la calidad microbiologica de la BEBIDA se realizaron
los siguientes ensayos, siguiendo la normativa que exige el CAA, capitulo VIII [89].
Cabe aclarar que no existe una normativa para el kéfir de agua y por lo tanto nos
basamos en la normativa para el kéfir de leche.

Todos los experimentos fueron realizados con doble mechero Bunsen o bajo
campana, empleando material esterilizado, con previa y posterior desinfeccién del

espacio de trabajo.

3.4.1.1 Muestra
Las muestras analizadas microbiol6gicamente fueron:

» BEBIDA: preparada de acuerdo al apartado 4.1.3 y conservada entre 4y 8 °C
previo a su utilizacion. Las pruebas fueron realizadas el mismo dia de su
filtracion.

» Granulos de kéfir: los mismos fueron recolectados posterior a la fermentacion
de la BEBIDA y recolectados en tubo estéril. Se conservaron entre 4y 8 °C

previo a su utilizacion en los ensayos microbiolégicos.

3.4.1.2 Preparacion de diluciones
Se realizo la técnica de diluciones seriadas.
» BEBIDA: se colocaron 10 mL de la BEBIDA en un erlenmeyer estéril y se
agregaron 90 mL de agua peptonada 0.1% (dilucién 1/10). Luego, se realizaron

diluciones sucesivas 1/10% y 1/10°. En caso de resultar necesario, se realizaron
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diluciones mayores a la 1/10°,

» Granulos de kéfir: en un erlenmeyer estéril se colocaron 10 g de granulos de
kéfir y se agregaron 90 mL de agua peptonada 0.1% (dilucién 1/10). Se
continué con las diluciones sucesivas 1/10° y 1/10°. En caso de resultar
necesario, se realizaron diluciones mayores a la 1/10°.

La BEBIDA, los granulos de kéfir y sus respectivas diluciones se utilizaron para

ensayos que se detallan a continuacion.

3.4.1.3 Método de screening: busqueda de microorganismos

Para una primera aproximacion de la composicién microbiologica, se realiz6 la
técnica de aislamiento y recuento de hongos de alimentos por diluciones sucesivas,
utilizando Agar Plate Count (APC).

Se sembraron en superficie 100 pl de las diluciones en APC mediante espatula
de Drigalsky. Las placas se incubaron a 28 °C durante 7 dias, con controles cada 24 h.

A las colonias crecidas en APC se les realizé un examen directo al microscopio

con azul de lactofenol.

3.4.2 Ensayos micoldgicos
Con el objetivo de caracterizar la carga fungica presente en la BEBIDA y en los

granulos de kéfir se realizaron los siguientes ensayos.

3.4.2.1 Recuento de hongos filamentosos y levaduriformes

Para el recuento de la carga flngica presente en la BEBIDA y en los granulos de
kéfir, se utiliz6 agar Sabouraud Glucosa (SG), que es un medio utilizado para
aislamiento, identificacion y conservacion de hongos filamentosos y levaduriformes.

Se sembraron 100 pl de las diluciones obtenidas, como se explica en el apartado
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3.4.1.2, en superficie con espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron en aerobiosis
a 28 °C durante 5 a 7 dias realizando controles cada 24 h. Se realizo el recuento de
las colonias fungicas obtenidas y se inform6 en UFC/mL y UFC/g de muestra. Ademas,
se observaron las caracteristicas tipicas de las colonias crecidas y se subcultivaron en

medios apropiados para su identificacion (Método de ensayo FIL 94B:1990).

3.4.2.1.1 Microscopia dptica

El estudio micromorfolégico de las colonias fungicas se realizdé por microscopia
Optica. Para ello se realiz6 el examen directo de una porcion de las colonias crecidas
con azul de lactofenol, colorante que tifie de azul las estructuras fungicas hialinas,
facilitando su observacion. Se empled un microscopio con aumento de 400x y 1000x,
usando aceite de inmersion para este Ultimo. Ademas, se realizé la tincion de Gram-

Nicolle de las colonias crecidas en SG, como se describe en el apartado 8.3.

3.4.2.2 Identificacién presuntiva de levaduras

Con el fin de realizar una identificacion presuntiva de las levaduras aisladas, se
empled el medio cromogénico CHROMagar™-Candida (CHROMagar, Pairs, Francia),
medio que se utiliza para el aislamiento y la identificacién presuntiva de Candida
albicans, Candida tropicalis y Pichia kudriavzevii (C. krusei anteriormente) [108].

Se preparé una suspensién en solucion fisioldgica estéril, representativa del
desarrollo obtenido y homogénea, a partir de las colonias crecidas en SG. Se sembro
mediante técnica de estriado con ansa, una alicuota de dicha suspensién sobre una
placa de Petri conteniendo el medio CHROMagar™-Candida y se incubé a 37 °C
durante 72 h. Luego se observaron las caracteristicas de las colonias de levaduras

desarrolladas, poniendo énfasis en el color que presentaron (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas de levaduras

Levadura Aspecto de las colonias

Candida albicans/ Candida dubliniensis _
. ) ) Colonias color verde
(complejo Candida albicans)

Candida tropicalis Colonias color azul
Pichia kudriavzevii Colonias rosas, secas y rugosas
Otras especies de Candida Colonias color blancas/ rosas hiumedas

Adaptada de [108].

3.4.2.3 Busqueda de clamidoconidias

Se selecciond una colonia aislada levaduriforme, crecida sobre CHROMagar™-
Candida, para estudiar su desarrollo en medio Agar Leche (AL). El AL es un medio
natural que estimula la produccion de formaciones flngicas, como los clamidoconidios,
gue aportan informacién para la identificacién de levaduras. En este medio se puede
observar la formacion de blastoconidios (levaduras brotadas) y/o pseudomicelios y
ademas, si la especie en estudio es Candida albicans o dubliniensis se puede
observar la formacion de clamidoconidios terminales (estructuras de resistencia) a las
48 h de incubacion a 28 °C [108].

Se sembrd la levadura aislada realizando tres estrias paralelas con una
separacion de 5 mm aproximadamente y con un largo mayor a 20 mm. Se coloc6 un
cubreobjetos previamente flameado y enfriado. Se incubé a 28 °C durante 48 h. Luego
se observaron las caracteristicas micromorfolégicas del desarrollo y se describid la
presencia de elementos levaduriformes, pseudomicelios y clamidoconidios bajo

microscopio.

3.4.2.4 Identificacion definitiva de levaduras

La identificacion de las levaduras se realiz6 mediante la técnica de ID 32C
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(BioMérieux S.A, Francia), un sistema estandarizado de identificacion de levaduras,
gue consiste en una galeria compuesta por 32 pocillos que contienen carbohidratos
deshidratados como sustrato. En funcion de las fuentes de carbohidratos que el
microorganismo en estudio es capaz de asimilar, se obtiene un bionimero, el cual es
ingresado en el software provisto por el fabricante del equipo, alcanzando la
identificacion definitiva.

Se trabajé con cultivos jovenes (24-48 h) de la levadura en estudio,
previamente aislada en CHROMagar™-Candida. Se prepar6 una suspension de
turbidez similar al tubo N°2 de la Escala de Mc Farland en un tubo de ensayo con 2 mL
de agua destilada estéril y se homogeneizdé empleando vortex. En una ampolla de API
C Medium provista por el kit, se transfirieron 250 pl de la suspension anterior. Se
homogeneizé y se utilizé de inmediato. Se inocularon 135 pl de la suspensiéon en cada
pocillo de la galeria y se incubé a 28 °C durante 24-48 h.

En primer lugar se analizé que el control negativo (pocillo sin ningan azucar-0)
no presentara turbidez y que el control positivo (pocillo con glucosa-GLU) evidenciara
turbidez debido al desarrollo microbiano. Luego, se registraron los pocillos que
presentaron turbidez como positivas para la asimilaciéon del azlcar. Las reacciones
obtenidas se codificaron en un perfil numérico. En la hoja de resultados, los ensayos
se separaron en grupos de 3y se asigno6 a cada uno un valor de 1, 2 6 4. Se sumaron
en cada grupo los valores que correspondieron a las reacciones positivas, obteniendo
asi un codigo de 10 digitos. Solamente el Ultimo ensayo (ESC: esculina) no esta

codificado y se leyé segun demanda del programa en caso de ser necesario.

3.4.3 Ensayos bacteriolégicos
Con el objetivo de caracterizar la comunidad bacteriana cultivable presente en la

BEBIDA y granulos, a continuacion, se describen los ensayos realizados.
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3.4.3.1 Recuento de meséfilos aerobios viables

El agar Plate Count (APC) es un medio de cultivo recomendado para el recuento
de microorganismos aerdbicos en aguas, aguas residuales, productos lacteos y otros
alimentos.

Se sembraron en profundidad 0.1 mL de cada dilucién en placas con APC. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Luego se realizo el recuento de las UFC en
aguellas placas de Petri que tuvieron entre 30 y 300 UFC. El recuento de mesdfilos
aerobios totales se inform6 en UFC/mL y UFC/g de muestra (Método de ensayo FIL

100:A 1987).

3.4.3.2 Recuento de bacterias coliformes totales

Para esta determinacion se utilizo agar Violeta Rojo Bilis Lactosa (AVRB-L). Se
sembraron 0.1 mL de las diluciones 1/10*, 1/10? y 1/10° en placas conteniendo al
mencionado medio de cultivo mediante siembra en superficie con espatula de
Drigalsky. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Se realiz6 el recuento de las
UFC en aquellas placas de Petri que tuvieron entre 30 y 300 UFC. El recuento de
coliformes totales se informé en UFC/mL y UFC/g de muestra (Método de ensayo FIL

73A: 1985).

3.4.3.3 Recuento de bacterias coliformes fecales

Se sembraron 0.1 mL de las diluciones 1/10%, 1/10% y 1/10°% en placas con agar
LEVINE mediante siembra en superficie, empleando espatula de Drigalsky. Las placas
se incubaron a 44 °C durante 24 h. Se realizo el recuento de las UFC en aquellas
placas de Petri que tuvieron entre 30 y 300 UFC. La cuantificacion se informé en
UFC/mL 6 UFC/g de muestra. En caso de observarse colonias sospechosas de
Escherichia coli se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas metabdlicas:
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hidrdlisis de la urea, triple azucar hierro (TSI), agar hierro lisina (LIA), sulfhidrico-indol-
movilidad (SIM), agar citrato y caldo Voges-Proskauer (VP) (Método de ensayo APHA

1992 Cap. 24).

3.4.3.4 Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Se sembraron 0.1 mL de las diluciones 1/10%, 1/10° y 1/10%® en placas
conteniendo agar Baird-Parker (BP) mediante siembra en superficie, empleando
espatula de Drigalsky. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. Se realizé el
recuento de las UFC en aquellas placas de Petri que tuvieron entre 30 y 300 UFC. La
cuantificacién se inform6 en UFC/mL y UFC/g de muestra. A las colonias de color
negro grisaceo con actividad lecitinasica, sospechosas de Staphylococcus aureus, se
les realiz6 la coloracion de Gram-Nicolle y las pruebas bioquimicas catalasa y DNasa
(Anexo 8.4). En paralelo, se procesé la cepa control de calidad Staphylococcus aureus

ATCC 25923 (Método de ensayo FIL 60A: 1978).

3.4.3.5 Busqueda de Salmonella spp.

1. Pre enriquecimiento: se agregaron 25 mL de la BEBIDA en 225 mL de caldo
lactosado y 25 g de los granulos de kéfir en 225 mL de caldo lactosado. Ambos caldos
se incubaron a 35 °C durante 24 h. 2. Enriquecimiento selectivo: se transfirieron 0.1
mL del caldo de enriquecimiento a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y 0.1 mL
del caldo de enriguecimiento a 10 mL de de caldo Tetrationato (TT). Dichos caldos se
incubaron a 42 °C durante 24 h. 3. Aislamiento en medio selectivo y diferencial: se
repicaron los caldos RV y TT en tres medios selectivos y diferenciales: agar Xilosa
Lisina Desoxicolato (XLD), agar Salmonella Shigella (SS) y en agar Verde Brillante
(VB). Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Luego, se examiné el desarrollo
bacteriano a fin de determinar la presencia de colonias tipicas de Salmonella. En el
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caso de observarse colonias sospechosas de Salmonella se realizaron las siguientes
pruebas bioquimicas metabdlicas: hidrolisis de la urea, TSI, SIM, lisina descarboxilasa

y VP (Método de ensayo FIL 93A: 1985).

3.4.3.6 Busqueda de BAL

Para la identificacion de BAL se utilizé el medio agar De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS), especifico para Lactobacillus spp. y otras BAL.

Se sembraron 100 yl de la BEBIDA y sus diluciones en agar MRS mediante
espatula de Drigalsky. La incubacion se realiz6 en atmdsfera con 5% de CO, a 35-37
°C durante 72 h. Se observd la morfologia de las colonias crecidas en el medio MRS y
se realiz6 el recuento de UFC. El mismo procedimiento se realiz6 para las diluciones
de los granulos de kéfir (Método de ensayo FIL 117A:1988).

Adicionalmente, se evalué la presencia de las BAL en diluciones del jugo de
naranja y de los granulos de kéfir, bajo dos tratamientos térmicos:
> Tratamiento 1: 63 °C durante 30 min.
> Tratamiento 2: 72 °C durante 15 s.

Posterior al tratamiento térmico, las muestras se mantuvieron durante 10 min a

25°Cy 10 minentre 4y 8 °C.

3.4.3.6.1 Determinacion fenotipica de actividad hemolitica

El agar sangre de carnero (ASC) permite el crecimiento de microorganismos
nutricionalmente exigentes y pone en evidencia la capacidad hemolitica de ciertas
bacterias.

Las colonias crecidas en agar MRS fueron reaisladas en ASC. Dichas placas
fueron incubadas a 37 °C con 5% de CO; durante 24-48 h. La presencia de un halo de
hemdlisis alrededor de las colonias crecidas permitié determinar la actividad hemolitica
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de los aislados en estudio. En la Tabla 9 se muestra la clasificacion del tipo hemdlisis

de acuerdo a las caracteristicas del halo.

Tabla 9. Tipos de hemdlisis

Tipo de hemdlisis Caracteristica del halo

A P Se observa clarificacion parcial del medio
a-hemdlisis o hemdlisis incompleta . .
de cultivo alrededor de las colonias

P L Se observa una clarificacion total del
B-hemolisis o hemolisis verdadera ) . .
medio de cultivo alrededor de las colonias

No se observa clarificacion del medio de

-hemolisis . -
Y cultivo alrededor de las colonias

3.4.3.6.2 Identificacion de BAL

Para caracterizar las colonias aisladas sospechosas de BAL en el agar MRS, se
realizé tincién con coloracion de Gram-Nicolle y las pruebas bioquimicas metabdlicas
catalasa y citocromo-oxidasa. Para la identificacion a nivel género y especie se utilizo
la tecnologia MALDI-TOF MS (por su sigla en inglés matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer) con el equipo MALDI Biotyper®
(Bruker Daltonics. Inc., Billerica, MA) y empleando el sistema de identificacion

miniaturizado API 50 CHL (BioMerieux, Francia) segun indicaciones del fabricante.
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3.5 Objetivo 5. Evaluar la aceptabilidad de consumo de la bebida en seres
humanos

La calidad de un alimento est4 determinada tanto por la cantidad y calidad de los
nutrientes que aporta como por su calidad en seguridad alimentaria. Sin embargo, lo
gue determina la aceptacidon o rechazo del producto depende de la percepcion
subjetiva del consumidor, teniendo en cuenta atributos propios del producto como
color, sabor, textura, consistencia, presentacion, entre otros. Por lo tanto, cuando se
desarrolla un alimento resulta imprescindible evaluar el aspecto sensorial, ya que esto
determinard si el producto es o no consumible por la poblacién. En la industria
alimenticia, la evaluacion de las caracteristicas sensoriales de los productos es
percibida por los consumidores y es un componente esencial en el desarrollo,
mantenimiento, optimizacion, mejoramiento de la calidad y evaluacién del potencial de
una marca particular de productos alimenticios [109].

Para evaluar la aceptabilidad de la BEBIDA desarrollada se emplearon pruebas
sensoriales del tipo afectivas (u orientadas al consumidor), en las cuales el panelista
expresa el nivel de agrado, aceptacion y preferencia de un producto alimenticio. Para
ello se realiz6 un test sensorial de escala hedoénica de 5 puntos y una prueba

descriptiva, escala JAR (por sus siglas en inglés Just About Right).

3.5.1 Test sensorial de escala hedénica

El test sensorial de escala heddnica mide el grado de satisfaccion de un
producto usando una escala de respuesta, la cual puede ser verbal o grafica,
dependiendo de la edad de los evaluadores y el nimero de muestras a evaluar. Se
diferencian de las pruebas de aceptabilidad en que miden el grado en que agrada o
desagrada un producto, no solamente si es aceptable o no. Se utilizan para estudiar

en el laboratorio la posible aceptacion del alimento. En ellas, se pide al consumidor
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que luego de su primera impresion responda cuanto le agrada o desagrada el
producto, esto lo informa de acuerdo a una escala verbal numérica que se encuentra

impresa en la ficha [110].

3.5.2 Prueba descriptiva

Las escalas JAR son escalas que permiten evaluar la adecuacién de la
intensidad de los atributos sensoriales de un producto. Se utilizan con frecuencia en
ciencia del consumidor, especialmente en estudios de optimizacion de la formulacién
de productos [110]. En este ensayo los atributos evaluados fueron: sabor naranja,
acidez y dulzor.

La Figura 6 corresponde al formulario empleado para el ensayo sensorial.

Fecha: Sexo: Edad:

Pruebe el producto que se presenta a continuacion. Por favor, marque con una X el
cuadrado que estd junto a la frase que mejor describa su opinion sobre el producto que

acaba de probar.

D Me gusta mucho

D Me gusta

D No me gusta ni me disgusta
D Me disgusta

D Me disgusta mucho

Indicar su opinion colocando una X en el casillero correspondiente.
Sabor dulce [ JPoco [ ]Ideal [ |Mucho
Sabor naranja [ JPoco [ ]Ideal [ |Mucho
Sabor dcido [ JPoco [ ]Ideal [ |Mucho

;Lo consumiria? D Si D No

Figura 6. Formulario del ensayo sensorial.
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El procedimiento se desarroll6 de la siguiente manera:

1. Se cit6 a los participantes de la prueba el dia que se estipulé para la misma.

2. Se les hizo firmar un consentimiento informado (Anexo 8.5).

3. Se dispuso para cada participante un vaso con 20 mL de la BEBIDA, una
lapicera y el formulario. También se ofrecié un vaso con agua para enjuagar la boca
antes de iniciar la prueba.

4. Se pidié que completaran el formulario luego de degustar la BEBIDA.

3.5.3 Anadlisis estadistico
Se realizé un andlisis descriptivo y un andlisis de penalizacién para los atributos

evaluados que a continuacion se detalla.

Andlisis de penalizacién

Con este andlisis se puede ver si los participantes que han catalogado un
atributo encima o por debajo del punto ideal, han dado una menor puntuacién en la
aceptacion global que aquellos que afirmaron que el atributo estaba en su punto ideal.
Es decir, con este método se puede ver si el hecho de que un atributo situado por
debajo de “ideal” o por encima, ha “penalizado” en la puntuacién de aceptacion global.

El andlisis se realiz6 para cada atributo de forma independiente y en la escala de
3 niveles empleada (poco, ideal y mucho). Se calculé la aceptacién global media de
cada nivel de cada atributo. Luego se calculd el valor de la penalizacion para el nivel
“poco”, haciendo la diferencia entre la aceptacion global media de dicho nivel con la
aceptacion global media del nivel “ideal”. De igual forma se calculé la penalizacion
para el nivel “mucho”. Se puede considerar que el efecto del atributo en la aceptacion
global del producto es importante cuando el valor de penalizaciébn es mayor a 1y

cuando el porcentaje de individuos es mayor al 80%.
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3.6 Objetivo 6. Evaluar y describir el perfil de los consumidores de kéfir

Cuando se desarrolla un producto es importante realizar un estudio de mercado
para evaluar qué publico estaria dispuesto a consumirlo. Por ello, el dltimo objetivo
planteado fue evaluar el perfil de los consumidores de kéfir, uno de los ingredientes

claves en el sabor de la BEBIDA.

3.6.1 Diseiio metodoldgico

Se plante6 un disefio de tipo transversal y descriptivo. El trabajo de campo se
realiz6 mediante una encuesta diagndéstica para evaluar el consumo de kéfir en un
grupo de individuos. La encuesta fue online y autoadministrada, disefiada a través de
formularios de la suite Google Drive Office, distribuida por las redes sociales del
laboratorio. Se analizaron dos grupos: consumidores y no consumidores de kéfir.

Las variables estudiadas fueron: sociodemograficas (edad, sexo, ocupacion,
ingresos mensuales), variables especificas para analizar el tipo de consumidor: tipo de
alimentacién (omnivora, vegetariana), procedencia de la comida (casera, comida
hecha, viandas, alimentos pre-elaborados), lugar de compra (supermercado, almacén,
lugares especificos —carniceria, verduleria, panaderia— y dietética), horas diarias
dedicadas a la preparacion y consumo de alimentos —se simplificé con la frase “horas
diarias alimentacién"—, el consumo de kéfir (si, no) y, variables especificas de los
consumidores de kéfir (tipo de kéfir, como lo conocid, procedencia del mismo,

frecuencia de consumo, causa de su consumo). Con el siguiente link se puede

acceder a la encuesta: https://forms.gle/VZZUB54N7rmAXbuW7

3.6.2 Analisis estadistico

El andlisis descriptivo de los datos se realizd con el paquete stats del software R
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y la vinculaciéon de las variables con el andlisis de las correspondencias mdltiples
(MCA) de la biblioteca FactoMineR. Para comparar la proporcién entre las categorias
de una variable se utiliz6 el test para dos proporciones o0 mas de dos, segun
correspondié. Las asociaciones entre las variables se corroboraron con la prueba Chi

cuadrado, con un nivel de significacién de 0.05.
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4 Resultados

4.1 Objetivo 1. Estandarizar el mecanismo de preparacién de una bebida en

base a jugos de frutas, kéfir y cascara de huevo

4.1.1 Seleccion de fruta
La Tabla 10 muestra los valores de pH, conductividad eléctrica, acidez titulable y

concentracion de carbohidratos medidos para los distintos jugos provenientes de frutas

citricas.
Tabla 10. Variables medidas en frutas citricas
Mediciones Limén Pomelo Naranja Mandarina
pH 2.27+0.19°¢ 3.09+0.38° 3.66+0.29? 3.89+0.362
Conductividad
4.10+1.03? 2.91+0.27° 2.87+0.76° 2.39+0.14°
(mS/cm)

Acidez titulable
(mEg/L)

Hidratos de

555.22+275.62* 220.24+58.74° 109.48+43.61° 90.55+39.66°

42.76+21.84°  80.51+29.58" 148.29+72.98* 144.23+62.91%
carbono (g/L)

Variables medidas expresadas como mediatDS. Letras diferentes entre columnas de una
misma fila indica diferencia significativa. ANOVA, post test LSD (p<0.05).

De todas las frutas citricas evaluadas, se selecciono6 el jugo de naranja para los
siguientes experimentos, ya que proporciona la mayor cantidad de carbohidratos para
la fermentacion, aunque el pH no es el mas bajo y la acidez titulable no es la mas alta.
Ademas, las naranjas estan disponibles en todas las estaciones del afio, son

accesibles a la poblacion y su jugo es de facil obtencién.
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4.1.2 Optimizacién de la preparacién de la bebida

4.1.2.1 Ensayol

El efecto de los diferentes factores (tiempo, temperatura y cantidad de céascara
de huevo) sobre la concentracion de Ca de la bebida se analizé con un disefio factorial
y andlisis de varianza multiple. Luego, se analiz6 el efecto individual de cada nivel de
los diferentes factores con el coeficiente de un modelo lineal (Tabla 11). Un andlisis

previo rechazé la interaccion entre factores.

Tabla 11. Coeficiente del modelo lineal propuesto para cada factor

Niveles del factor Coeficientes (mg/L) P-value

Cascara de huevo (g)

0 0

0.5 56.16 0.001867
2.5 238.95 < 2e-16
4 355.79 < 2e-16
6 463.96 < 2e-16
Temperatura (°C)

8 0

12 13.89 0.387171
20 16.06 0.317904
Tiempo (h)

0 0

24 43.87 0.017572
48 82.80 1.89e-05
72 120.97 4.25e-09

p<0.01 indica diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de Ca
segun los diferentes niveles de cada factor.
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Segun el ANOVA, la cantidad de cascara de huevo y el tiempo de fermentacion
son factores que influyen significativamente en la concentracion de Ca de la bebida
(p<0.05), no asi la temperatura.

Se utilizé el siguiente modelo lineal:

[Ca]= a*cantidad.cascara de huevo+b*temperatura+c*tiempo-+interseccion
donde a, b, ¢ e interseccion son los coeficientes del modelo. EI modelo ajustado con
los valores experimentales tuvo un R*= 0.91 y un valor de p<0.01. El modelo asigna un
coeficiente igual a cero para el valor mas bajo de cada factor (factor de referencia). Un
coeficiente positivo indica un aumento en la concentracion de Ca en comparacién con
el nivel de referencia de cada uno.

Segun el modelo lineal empleado, el tiempo de incubacion (72 h) y la cantidad de
cascara de huevo (6 g ) permitieron alcanzar el mayor contenido de Ca, aportando 600
mg de Ca/L. Esta concentracion se logré con una cantidad escasa de carbohidratos
disponibles para la fermentacion. Esto sugiere que cuanto mayor sea la cantidad de

carbohidratos, es probable que se obtenga una mayor concentracion de Ca.

Analisis complementario

Un andlisis de las componentes principales (Principal Components Analysis,
PCA) describio el efecto del tiempo, el pH, la temperatura y la cantidad de cascara de
huevo sobre la concentracién de Ca. La Figura 7 muestra las variables del mapa de
PCA que indican que el pH y la concentracion de Ca estan correlacionados
positivamente, como lo indica la direcciébn de los vectores que representan las
variables. El mapa también indica que las muestras con un pH y una concentracién de
Ca mas altos se ubican preferentemente en el semiplano derecho, mientras que las

muestras con un pH y una concentracién de Ca mas bajos se encuentran en el
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semiplano izquierdo. Ademas, se realizé un andlisis de las elipses, que muestra que
un mayor tiempo de incubaciéon y una mayor cantidad de cascara permiten valores

mas altos de Cay pH.

a /,

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Dim 1 (97.33%)
Figura 7. Andlisis de las componentes principales (PCA).

La Figura 8 grafica las muestras y las elipses de confianza de 0.95 de diferentes
tiempos de incubacion. Cuanto mayor sea el tiempo de incubacién, mayor sera el pH'y
la concentracion de Ca. Las elipses muestran la posicibn de las muestras con
diferentes tiempos de incubacion. Aunque no hay grandes diferencias, las elipses
indican que cuanto mayor es el tiempo de incubacién, mayor es la concentracion de
Ca. La Figura 9 muestra el efecto de la temperatura sobre el Ca y el pH. Los
resultados indican que la temperatura no tiene efecto importante en el proceso de

preparacion de la BEBIDA. La Figura 10 grafica las muestras y las elipses de
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confianza de 0.95 para cada cantidad de cascara de huevo, mostrando valores de pH
y concentraciones de Ca mas altos a medida que aumenta la cantidad de cascara de

huevo.
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Figura 8. Panel superior, tiempo de incubacion. o: 0 h, A: 24 h, +: 48 h, ¢:
72 h. Panel inferior: 95 de confianza de las elipses para diferentes
cantidades de cascara de huevo. El area de la sombra derecha tiene una
alta concentracion de Ca y altos valores de pH.
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Figura 9. Panel superior, temperatura de incubacion. o: 8 °C, A: 12 °C, +:
20 °C. Panel inferior: 95 de confianza de las elipses para diferentes
cantidades de cascara de huevo. El area de la sombra derecha tiene una
alta concentracion de Ca y altos valores de pH.
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Figura 10. Panel superior, cantidad de cascara de huevo. o: 0 mg, A: 5 mg,
+:25 mg, ¢: 40 mg, x: 60 mg. Panel inferior: 95 de confianza de las elipses
para diferentes cantidades de cascara de huevo. El area de la sombra
derecha tiene una alta concentracion de Ca y altos valores de pH.

4.1.2.2 Ensayo 2

El disefio factorial se analizé con ANOVA a 3 criterios, determinandose que los
factores evaluados que influyen de manera significativa en la concentracion de Ca final
son: cantidad de jugo y tiempo. Se realizé un modelo lineal con un R?=0.864 y un valor
de p<0.01, cuyos coeficientes se muestran en la Tabla 12. Un valor negativo o positivo
del coeficiente indica que disminuye o aumenta la concentracion de Ca,

respectivamente.
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Tabla 12. Coeficientes del modelo lineal propuesto para cada factor

Niveles del factor Coeficientes (mgJL) P-value

Cantidad de jugo (mL)

200 0

500 214.27 0.120185
1000 664.38 9.41e-05
Cantidad de kéfir (g)

1 0

2 -219.97 0.055355
Tiempo (h)

0 0

24 725.23 0.000168
48 1033.55 2.90e-06
72 1235.93 2.72e-07

p<0.01 indica diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de Ca segun los
diferentes niveles de cada factor.

En base a los coeficientes del modelo lineal se deduce que mayor cantidad de
kéfir no mejora el proceso de disolucion sino que lo dificulta. EI experimento no permite
identificar la causa de la dificultad de disolucion, pero podria deberse a algun cambio
en la metabolizacion de los carbohidratos y la generacién de compuestos que puedan
influir en el proceso de disolucién de la cascara de huevo. En cuanto a las cantidades
de jugo, no se hallé diferencia estadisticamente significativa entre 200 y 500 mL de
jugo de naranja, aunque si entre 200 y 1000 mL, aportando esta Ultima cantidad mayor
concentracion de Ca. Sin embargo, con 1000 mL de jugo el sabor no resulté ser
agradable. Teniendo en cuenta que uno de los objetivos es generar una alternativa de

Ca econdlmica, se eligié trabajar con 200 mL de jugo de naranja.

4.1.3 Formulacion final de la bebida

A partir de los experimentos realizados, se desarroll6 la formulacion final,
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denominada BEBIDA. Los ingredientes utilizados fueron:
 Kéfir:10g
» Cascarade huevo: 6 g
* Jugo de naranja: 200 mL
* Agua potable: 800 mL

Procedimiento:

1. Se higienizaron y sanitizaron el espacio de trabajo y los materiales a utilizar.

2. Se extrajo el jugo proveniente de naranjas empleando una juguera eléctrica.

3. Se incorporaron en un erlenmeyer estéril el jugo exprimido, los granulos de

kéfir, la cdscara huevo y el agua potable a temperatura ambiente.

4. Se tapo la boca del erlenmeyer con un papel aluminio.

5. Se homogeneizé la preparacion empleando vortex.

6. Se llevo a estufa de 20 °C durante 72 h para realizar la fermentacion.

7. Sefiltr6 la bebida con un embudo Buchner.

8. Los granulos se reutilizaron para la siguiente fermentacion.
La BEBIDA se mantuvo entre 4 y 8°C previo a la realizacién de los experimentos.
Los experimentos que se describen a continuacion se llevaron a cabo con la

formulacion descripta anteriormente.
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4.1.3.1 Ensayo 3

Para comparar si el contenido de glucosa y fructosa en los jugos difiere antes y
después del tratamiento con kéfir y cascara de huevo, en primer lugar se analizo la
normalidad de los datos y la homogeneidad de las varianzas. Para el caso de la
glucosa, los datos tuvieron una distribucién no normal por lo que se utilizé la prueba de
Wilcoxon para datos apareados, con una p<0.05, hallandose diferencia significativa

entre ambos grupos (Figura 11).

Tratamiento

jugos sin tratar
150 - jugos tratados

100

glucosa (g/L)

50 -

tratamientos

Figura 11. Concentracioén de glucosa en jugos sin tratar
y jugos tratados, disminuyendo significativamente en los
jugos tratados con respecto a los jugos sin tratar.
En el caso de la fructosa, los datos tuvieron distribucion normal y varianzas

homogéneas, por lo que se utilizé t de Student para datos apareados, con una p<0.05,

hallando diferencia significativa entre el grupo sin tratar y tratado (Figura 12).
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—_— Tratamienio

I jugos sin tratar
120 i jugos tratados

100

80 -

60

fructosa (g/L)

40

20

tratamientos
Figura 12. Concentracion de fructosa en jugos sin

tratar y jugos tratados, disminuyendo
significativamente en los jugos tratados con respecto
a los jugos sin tratar.
Por lo tanto, se observd una disminucion significativa de ambos monosacaridos,

evidencidndose el proceso de consumo heterotr6fico por parte de los

microorganismos.
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4.2 Objetivo 2. Determinar la biodisponibilidad de calcio de la bebida

estandarizada

4.2.1 Absorcion intestinal de calcio

La absorcién de Ca de la BEBIDA se evalu6 a través de un modelo ex vivo de
saco de intestino delgado evertido, comparandola con dos controles: jugo+CacCl, y
agua+CacCl,.

La BEBIDA tuvo una mayor tasa de absorcién que el jugo+CaCl, e, incluso,
mayor que el control de agua+CacCl, (ANOVA, post test LSD, p<0.05). Los resultados

se observan en la Tabla 13.

Tabla 13. Tasa de absorcion de Ca del saco evertido del intestino delgado ex vivo
después de 30 min de incubacién con diferentes soluciones mucosas

Soluciones mucosas Tasa de absorcion de Ca (pg/min)
Agua+CacCl; (n=14) 20.5+2.32
Jugo+CacCl, (n=14) 9.2+4.1°
BEBIDA (n=14) 32.846.3°

Los resultados se expresan como mediatDS. Diferentes letras en superindice indican
diferencias significativas. ANOVA a un criterio, prueba LSD (p<0.05).
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4.3 Objetivo 3. Evaluar el efecto de la bebida sobre el esmalte dental

4.3.1 Andlisis cuantitativo

La BEBIDA no tuvo efecto desmineralizante sobre el esmalte dental bovino. La
razon de desmineralizacion del grupo tratado BEBIDA no difirid de los grupos saliva
artificial y control bebida, aunque fue significativamente menor que la del acido lactico
(ANOVA, post-test LSD, p<0.05). Por su parte, la concentracion de Ca liberada al final
del experimento de los tratamientos BEBIDA, control bebida y saliva artificial difirio
significativamente de la del acido lactico (ANOVA, post-test LSD, p<0.05). Dichos

resultados (mediatDS) se observan en la Tabla 14.

Tabla 14. Razon de desmineralizacion (adimensional) y diferencia de Ca (ug)

Tratamientos Razo6n de desmineralizacion Diferencia de Ca
Saliva artificial 0.992+0.001° 21+0.9¢
Acido lactico 0.980+0.0042 464+131°
Control bebida 0.993+0.002° 75423
BEBIDA 0.998+0.001° 157+9.4°

Letras diferentes entre filas de la misma columna indican diferencia significativa entre
soluciones. ANOVA, prueba LSD (p<0.05).
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4.3.2 Analisis cualititativo
Las imagenes MEB concuerdan con los resultados analiticos, evaluados
mediante la razén del peso y la diferencia en la concentracion Ca de los tratamientos

(Figura 13).

Acido lactico ¢

Figura 13. Superficie del esmalte dental luego de 72 h de incubacién con
diferentes soluciones. Las imagenes se muestran con un aumento de 3000x.

El esmalte expuesto a saliva artificial mostré6 una superficie sana, regular y de
textura uniforme, por lo que se confirmé como control negativo de desmineralizacion.
Por el contrario, el esmalte expuesto a acido lactico mostré6 una micromorfologia
superficial con lesiones artificiales, correspondientes a un control positivo de
desmineralizacion. Por su parte, en el control bebida no se observaron areas
desmineralizadas y la BEBIDA mostr6 una superficie de esmalte saludable, regular y

con una textura uniforme, similar a lo observado para saliva artificial y control bebida.
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Los resultados obtenidos demostraron el efecto no desmineralizante de la
BEBIDA sobre el esmalte dental bovino, ain con un pH &acido, incluso teniendo una
razén de desmineralizacion mayor que la saliva artificial, comprobado tanto

analiticamente como cualitativamente.
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4.4 Objetivo 4. Evaluar la calidad microbiolégica de la bebida

4.4.1 Ensayos microbiolégicos

4.4.1.1 Método de screening: bisqueda de microorganismos

Se observo desarrollo microbiano en las placas sembradas con APC (Figura 14).
Se observaron colonias pequefias y colonias mas grandes, luego de estar 72 h en
estufa a 28 °C. Presuntivamente, inferimos- de acuerdo al tamafio de las colonias

observadas- dos clases de microorganismos.

Figura 14. Desarrollo microbiano en
medio APC.

Las colonias crecidas en APC fueron observadas al microscopio Optico con azul
de lactofenol, pudiendo observarse estructuras levaduriformes- correspondientes a las
colonias mas grandes- y estructuras bacilares- correspondientes a las colonias mas

pequefas, como se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Observacién microcépica. Examen directo con azul de
lactofenol a 400x de las colonias crecidas en APC. A: estructuras
levaduriformes. B: estructuras bacilares.

A partir de estos resultados, se derivaron estudios micoldgicos y bacterioldgicos.

4.4.2 Ensayos micoldgicos

4.4.2.1 Recuento de hongos filamentosos y levaduriformes

Se realiz6 el recuento de las colonias fangicas obtenidas, siendo colonias de
levaduras el componente fungico encontrado. El recuento fue 2.93*10° UFC/mL
correspondientes a la BEBIDA y 8.00*10” UFC/g correspondientes a los granulos de

kéfir (Figura 16).

Figura 16. Desarrollo de levaduras en medio SG de diluciones
sucesivas. A: BEBIDA. B: granulos de kéfir.
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Las colonias crecidas en el medio SG, tefiidas con azul de lactofenol y
observadas al microscopio 6ptico con azul de lactofenol con un aumento de 400x. Se

evidenciaron como estructuras levaduriformes (Figura 17).

Figura 17. Colonias crecidas en medio SG observadas al
microscopio dptico. A: BEBIDA. B: granulos de kéfir.

Ademas, se realizé6 la tincibn de Gram-Nicolle, observandose estructuras

levaduriformes (Figura 18).

Figura 18.0bservacién microscopica,
tinciéon Gram-Nicolle vista a 100x.

4.4.2.2 Identificacién presuntiva de levaduras

De las levaduras crecidas en medio CHROMagar™-Candida, se observé un
mismo color y morfologia de colonias, tanto de la BEBIDA como de los granulos de
kéfir (Figura 19). EIl color obtenido (violaceo) no fue concluyente para ninguna de las

especies que presuntivamente se pueden inferir con esta metodologia.
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Figura 19. Colonias levaduriformes
crecidas en CHROMagar™-Candida. A:
BEBIDA. B: granulos de kéfir.

4.4.2.3 Busqueda de clamidoconidias
A partir de las colonias levaduriformes aisladas en las placas con medio agar SG
se realizo un repique en medio en AL, observandose ausencia de clamidoconidias

(Figura 20).
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Figura 20. A: siembra en AL de las Ievads de la BEBIDA. B: siembra en
AL de las levaduras obtenidas desde los granulos de kéfir. C: observacion
microscopica.
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4.4.2.4 Identificacién definitiva de levaduras

Las levaduras crecidas en el medio CHROMagar™-Candida se repicaron en el
medio SG para obtener colonias frescas. Luego se realizé la prueba bioquimica ID
32C, identificAndose Saccharomyces cerevisiae con un porcentaje de identificacion del

99% (Figura 21).

Galeria ID 32 CV3.0
Perfil 5064042001
Nota
Taxon significativo ID% T Pruebas en contra
Saccharomyces MEL3%
cerevisiae 99.0 (0.61

Figura 21. Resultados del equipo ID 32C.

4.4.3 Ensayo bacterioldgico

4.4.3.1 Recuento de meséfilos aerobios viables
El recuento de meséfilos aerobios viables fue 3.1*10” UFC/mL correspondientes

ala BEBIDAy 4.0*10° UFC/g correspondientes a los granulos de kéfir (Figura 22).

92



Resultados

. =] ’

Figura 22: colonias crecidas en APC de las diluciones 1/10%, 1/10° y 1/10° A:
BEBIDA. B: granulos de kéfir.

4.4.3.2 Recuento de bacterias coliformes totales
Se observé ausencia de coliformes totales en las placas de AVRB-L sembradas

con las distintas diluciones de la BEBIDA Yy de los granulos de kéfir (Figura 23).

e & = A_"_'

Figura 23. Placas con medio AVRB-L de diluciones 1/10%, 1/10% y 1/10°. A: BEBIDA. B:
granulos de kéfir.

4.4.3.3 Determinacion de coliformes fecales
Se observd ausencia de coliformes fecales en las placas de agar LEVINE
sembradas con las diferentes diluciones de la BEBIDA y de los granulos de kéfir

(Figura 24).
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Figura 24. Placas con medio agar LEVINE de diluciones 1/10%, 1/10° y 1/10°. A: BEBIDA.
B: granulos de kéfir.

4.4.3.4 Recuento de Staphylococcus aureus coagulasa positiva
No se observd crecimiento de colonias en las placas de agar BP sembradas con

las distintas diluciones de la BEBIDA (Figura 25).

Figura 25. Placas con medio gar BP sembradas con diluciones
1/10%, 1/10° y 1/10°de la BEBIDA.

Al analizar las placas sembradas con las diluciones provenientes de los granulos
de kéfir, se observd crecimiento de colonias tipicas de Staphylococcus aureus en la

dilucién 1/10* (Figura 26).
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Figura 26. Colonias sospechosas de
Staphylococcus aureus en la placa de
dilucién 1/10* de los granulos de kéfir.

4.4.3.4.1 Confirmacion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Se realizdé la tincion de Gram-Nicolle, observandose cocos Gram positivos

KCa
ﬁ-ﬂ

Lm_tl‘

Figura 27. Observacién al microscopio
optico con 100x.

(Figura 27).

Se realiz6 la prueba bioquimica de la catalasa, en la cual se observo presencia

de burbujeo, resultando ser positiva (Figura 28).
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Figura 28. Prueba de la catalasa. A: control negativo. B:
colonia en estudio.

Finalmente, se realiz6 la prueba de la DNasa, en la que se observé ausencia de

una zona de aclaramiento alrededor de la estria de desarrollo de la colonia bacteriana

en estudio (Figura 29).

Figura 29. Prueba de la DNasa. A:
control positivo (Staphylococcus aureus
ATCC25923); B: colonia en estudio.

A partir de las colonias desarrolladas en el agar BP, se realiz6 un reaisle en ASC
para observar la presencia o ausencia de hemdlisis. Las colonias desarrolladas no

evidenciaron tener actividad hemolitica (Figura 30).
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Figura 30. Reaisle de colonias crecidas en
BP de granulos de kéfir en medio ASC.
Las pruebas bioquimicas realizadas confirmaron ausencia de Staphylococcus

aureus en la muestra analizada.

4.4.3.5 Busqueda de Salmonella
Se observo ausencia de Salmonella en las placas sembradas con los caldos RV
y TT de la BEBIDAy los granulos de kéfir, en los tres medios diferenciales y selectivos

empleados (Figura 31).

A

= |
Figura 31. A: medio VB. B: medio SS. C: medio KLD.

4.4.3.6 Recuento de BAL

Las colonias crecidas en MRS presentaron caracteristica cremosa y color
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blancuzco (Figura 32). Se cuantificé 1.54*10” UFC/mL correspondiente a la BEBIDA y

4.68*10° UFC/g correspondiente a los granulos de kéfir.

Figura 32. Desarrollo de bacterias en
medio MRS.

A partir de las colonias crecidas en MRS se realizd la tincion Gram-Nicolle,

observandose bacilos Gram positivos. (Figura 33).

Figura 33.0Observacion
microscopica, tincion Gram-Nicolle
vista a 100x.

4.4.3.6.1 Determinacion fenotipica de actividad hemolitica
Las colonias crecidas en MRS se reaislaron en ASC, evidenciandose alfa

hemodlisis (Figura 34).
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Figura 34. Reaisle de colonias
crecidas en MRS en medio ASC.
Luego se realizaron las pruebas bioquimicas catalasa y citocromo-oxidasa
(Figura 35). La prueba catalasa fue negativa debido a la ausencia de burbujeo al poner
en contacto la colonia en estudio con el H.O,. La prueba de la citocromo-oxidasa fue

negativa porque la muestra resultd ser incolora.

Figura 35. A: prueba catalasa. B: prueba citocromo-
oxidasa.

4.4.3.6.2 Identificacion de BAL
Las colonias crecidas en el ASC fueron identificadas a través de espectrometria
de masa utilizando MALDI-TOF como Lactobacillus paracasei (score 2.6).
Adicionalmente, se observd presencia de crecimiento microbiano en las placas

con MRS sembradas con el jugo de naranja, los granulos de kéfir y sus respectivas
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diluciones sin tratamiento térmico y con los tratamientos 1 y 2. En aquellas placas
sembradas con el jugo de naranja sin tratamiento térmico y sus respectivas diluciones,
y con el jugo sometido a los tratamientos 1y 2, no se observé desarrollo bacteriano. Al
analizar las placas sembradas con los granulos de kéfir, se observé crecimiento
microbiano en los granulos sin tratamiento térmico y en los sometidos a los

tratamientos 1y 2.

4.4.3.6.3 Caracterizacion e identificacion de aislamientos

A partir de los aislamientos desarrollados en MRS de los granulos de kéfir sin
tratamiento térmico, se seleccionaron tres colonias con caracteristicas macroscopicas
diferentes y se reaislaron en medio ASC. A cada una de ellas, se les realizé la
coloracion de Gram-Nicolle, determinacion fenotipica de hemdlisis, pruebas catalasa y
citocromo-oxidasa y la identificacién bioguimica empleando el método API 50 CHL.
Los resultados obtenidos para los tres aislamientos analizados fueron coincidentes. A
la coloracion de Gram-Nicolle se observaron bacilos Gram positivos y las pruebas de
la catalasa y citocromo-oxidasa resultaron negativas. El perfil de pruebas bioquimicas
miniaturizadas permitieron identificar a cada uno de los aislamientos como

Lactobacillus paracasei.
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4.5 Objetivo 5. Evaluar la aceptabilidad de consumo de la bebida en seres

humanos

Se evalu6 la aceptabilidad de la BEBIDA a través de una prueba sensorial
(orientada al consumidor) que incluyé una prueba hedénica mas una escala JAR.

En esta prueba participaron 48 individuos, de los cuales un 14.6% respondié me
gusta mucho, un 43.6% me gusta, un 35.4% le resulto indiferente y un 6.3% no le
gusté. La media de aceptabilidad fue de 3.7 y un 75% respondié que si lo consumiria.

En cuanto a los atributos sensoriales, se destaca que un 83.3% sintié “poco”

sabor naranja y ningun participante marcé la opcion “mucho” (Figura 36).

Sabor naranja
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Figura 36. Porcentaje de individuos segun el atributo

sensorial sabor naranja.
Un 70.8% sinti6 “ideal” la acidez mientras que un 18.8% sintio “poco” y un 10,4%

“mucho” (Figura 37).
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Figura 37. Porcentaje de individuos segun el atributo
sensorial acidez.

Y en cuanto a la dulzura, un 58.3% marcé la opcién “poco”, un 39.6% “ideal” y

solo un 2.7% marco “mucho” (Figura 38).
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Figura 38. Porcentaje de individuos segun el atributo
sensorial dulzura.

Analisis de penalizacion

Los atributos sensoriales fueron analizados segun el grado de satisfaccién a
través de un andlisis de penalizacion. Con este método se puede ver si el hecho de
gue un atributo situado por debajo del punto “ideal” o por encima, ha “penalizado” en la
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puntuacion de aceptacion global de la BEBIDA. Para ello, primero se calculé la media
de aceptabilidad para cada atributo en sus 3 niveles (poco, ideal, mucho), los cuales

se pueden observar en la Tabla 15.

Tabla 15. Media de aceptabilidad para cada atributo segun niveles

Niveles Acidez Sabor naranja Dulzura
Poco 3.55 3.55 3.5
Ideal 3.82 4.25 3.89
Mucho 2.8 0 4

Con los datos anteriores se calcul6 el valor de penalizacion para los niveles

“poco” y “mucho” de cada atributo, como se observa en la Tabla 16.

Tabla 16. Porcentaje de individuos y valor de penalizacion

Atributo Nivel % individuos Penalizacion
poco 58.3 0.39
Dulzura
mucho 39.6 -0.11
) poco 18.8 0.27
Acidez
mucho 10.4 1.02
poco 83.3 0.7

Sabor naranja
mucho 0

A partir de dicho analisis, se puede considerar que el pardmetro que mayor
efecto ha tenido en la penalizacion de la aceptacion global ha sido el “poco” sabor a
naranja del producto, ya que presenta un alto valor de penalizacion (cercano a 1) y un
alto % de individuos (>80%). La percepcion de mucha acidez es un parametro que
influye en la aceptacién global de la BEBIDA pero en menor medida, ya que si bien
presenta un valor de penalizacion mayor a 1, el porcentaje de individuos es bajo

(10.4%). El resto de los parametros han obtenido valores de penalizacién bajos (<1) y
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porcentaje de individuos bajos (<80%). Por lo tanto, se podria concluir que nos
deberiamos centrar en la mejora de la acidez y el sabor naranja para aumentar la

aceptacion de la BEBIDA.
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4.6 Objetivo 6. Evaluar y describir el perfil de los consumidores de kéfir

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la encuesta realizada
(autoadministrada a través de una plataforma digital) con el objetivo de describir el
perfil de los consumidores de kéfir, ya que este es uno de los ingredientes
determinantes del sabor de la BEBIDA. La muestra estuvo constituida por un n de 285

individuos.

4.6.1 Analisis descriptivo

4.6.1.1 Analisis descriptivo sociodemografico
La Tabla 17 muestra un analisis descriptivo y estadistico de los datos

sociodemogréficos de la muestra estudiada.

Tabla 17. Descripcion sociodemografica de la muestra estudiada

Variable Subniveles Test
proporciones
Mujeres® Hombres®
Sexo p<0.05
82.8% (n=236) 17.19% (n=49)
. Estudiantes?® Trabajadores de Otros®
Ocupacion p<0.05
46.7% (n=133)  salud® 23.5% (n=67)  29.8% (n=85)
Ingresos Altos® Medios® Bajos°®
p<0.05
mensuales 22.4% (n=64) 67.7% (n=193) 8.5% (n=24)
Edad Rango= 16-78 afios, mediana= 27 afios

n representa el numero de individuos y los porcentajes se calcularon en funcién del nimero
total de encuestados, 285. Para la variable ingresos mensuales el total de los individuos fue
281. Superindice diferente entre filas en dos subniveles de la misma fila indica diferencia
significativa entre ellos.
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4.6.2 Andlisis descriptivo del tipo de consumidores
En la Tabla 18 se muestra un analisis descriptivo de las variables especificas

para analizar el tipo de consumidores de la muestra estudiada.

Tabla 18. Descripcion del tipo de consumidores de la muestra en estudio

) ) Test
Variable Subniveles .
proporciones
Tipo Omnivora® Vegetariana®
) . p<0.05
alimentacion  84.2% (n=240) 15.8% (n=45)
Lugares o i
Lugar de Supermercado?® o Dietética® Almacén®
especificos® p<0.05
compra 45.2% (n=129) 4.9% (n=14) 4.9% (n=14)
44.9% (n=128)
] Alimentos pre- ] .
Procedencia Casero?® Delivery® Viandas®
_ elaborados® p<0.05
comida 85.6% (n=244) 1.75% (n=5) 1.4% (n=4)

11.22% (n=32)

Horas diarias

) ~ Rango= 1-7 horas, mediana= 4 horas
alimentacion

n representa el numero de individuos y los porcentajes se calcularon en funcién del nimero
total de encuestados, 285. Superindice diferente entre filas en dos subniveles de la misma fila
indica diferencia significativa entre ellos.

4.6.3 Analisis descriptivo de los individuos consumidores de kéfir
El 14.4% de los individuos (n=41) resultaron ser consumidores de kéfir (Figura
39). El porcentaje de individuos consumidores de kéfir es significativamente menor que

la cantidad de individuos no consumidores de kéfir (test de proporciones, p<0.05).
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Consumo de kefir

No (85.6%)
Si (14.4%)

Figura 39. Consumo de kéfir en la muestra
estudiada. Si: porcentaje de individuos
consumidores de kéfir. No: porcentaje de
individuos no consumidores de kéfir.

En la Tabla 19 se muestra un analisis descriptivo de los consumidores de kéfir,

teniendo en cuenta las distintas variables estudiadas.
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Tabla 19. Descripcion de los consumidores de kéfir

. . Test
Variable Subniveles .
proporciones
. Profesional de Redes
Como Amistades® ) Vendedor®
y sociales® p<0.05
conocio 46.3 % (n=19) 2.4% (n=1)
24.3% (n=10) 26.8% (n=11)
) ) Recomendaci
Motivo de Bienestar y salud? i o
6n no médica® p<0.05
consumo 70.7% (n=29) 17.1% (n=7)
12.2% (n=5)
_ Ambos ®
Tipo de Agua+azucar+fruta® Agua+azicar® Leche®
. 7.3% p<0.05
kéfir 73.2% (n=30) 9.75% (n=4)  9.75% (n=4) (n=3)
n=
Frecuencia o
Diaria Mensual
de p>0.05
41.5% (n=17) 39% (n=16) 19.5% (n=8)
consumo
Edad Rango= 19-65 afios, mediana= 29 afos

n representa el numero de individuos de cada subnivel y los porcentajes se calcularon en
funcién del ndmero total de los individuos consumidores de kéfir (n=41). Superindice diferente

entre dos subniveles de la misma fila indica diferencia significativa.

4.6.4 Analisis descriptivo de los individuos no consumidores de kéfir

Se interrogd acerca de las causas de porqué los individuos no consumen kéfir.

En la Tabla 20 se enuncian las principales causas de los no consumidores de kéfir.
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Tabla 20. Descripcion de las causas de los individuos no consumidores de kéfir

Causas del no consumo de kéfir

) No probaron/
o Requiere mucho . ]
Desconocimiento?® i . Desinterés® No No le gusta®™  Otras®
iempo
64.1% (n=156) P 9% (n=22) consiguieron® 4.5% (n=11) 1.2% (n=4)
12.7% (n=31)
8.2% (n=20)

n representa el numero de individuos de cada subnivel y los porcentajes se calcularon en
funcién del nimero total de los individuos no consumidores de kéfir (n=244). Test de
proporciones (p<0.05), superindice diferentes indican diferencia significativa.

4.7 Analisis cualitativo

Se realizé un andlisis cualitativo para identificar asociaciones entre las variables
estudiadas. Para ello se realiz6 el andlisis de las correspondencias multiples (MCA),
para lo cual la variable edad se categoriz6 (q1<18 afios, q2=19-59 afios, q3=60 afios),
es decir, en adolescentes, adultos y adultos mayores. De la misma manera se
procedi6 con las horas diarias dedicadas a la preparacion y consumo de alimentos (<4
h diarias, 24 h diarias), tomando como referencia 1 h/comida del dia. Se encontré
asociacion entre los consumidores de kéfir y las siguientes variables: edad mayor a 18
afios, mas de 4 h diarias dedicadas a la preparacién y consumo de alimentos v,

realizar las compras en la dietética (Figura 40).
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MCA factor map
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Figura 40. MCA de consumidores y no consumidores
de kéfir. Consumo de kéfir (si, no). Edad (q1, g2 y g3).
Horas/dia alimentacion (<4, =4). Lugar de compra
(sup: supermercado, diet: dietética, le: lugares
especificos, al: almacén).

En la zona derecha del gréfico se muestra una agrupacion de los individuos
consumidores de kéfir. Se puede comprobar que en esa zona se encuentran el nivel
“g3" de edad, el nivel “diet” como lugar de compra, 24 h diarias dedicadas a la
preparacion y consumo de alimentos y el nivel “Si", referido al consumo de kéfir.
Ademas, se puede observar que existe una fuerte asociacién entre “Si” y “diet” como
entre “No”, “sup” y “<4 h”. Se observa con claridad que los consumidores de kéfir son
predominantemente mayores de 18 afios.

Para profundizar en el estudio, se realizé un andlisis de clusters para identificar
subgrupos con caracteristicas semejantes. Se identificaron 12 clusters, 3 de ellos
corresponden especificamente a los consumidores de kéfir:

» Cluster 10: consumidores de kéfir, lugares especificos, g2 de edad y =4 h diarias

destinadas a la alimentacion.
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» Cluster 11: consumidores de kéfir, dietética, g2 de edad y =4 h diarias destinadas a
la alimentacion.
» Cluster 12: consumidores de kéfir, lugares especificos, g3 de edad y =4 h diarias
destinadas a la alimentacion.
En contraposicion con los clusters 10, 11 y 12, el cluster 1 tuvo las siguientes
caracteristicas: no consumidores de kéfir, supermercado, ql de edad y <4 h diarias

destinadas a la alimentacion.

4.8 Analisis cuantitativo

A partir del analisis MCA descripto anteriormente, se realiz6 un analisis de
asociacion utilizando Chi cuadrado, a través del cual se hall6 asociacién
estadisticamente significativa entre el consumo de kéfir y las siguientes variables:
edad, horas diarias dedicadas a la preparacion y consumo de alimentos, y lugar de

compra.
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5 Discusion

El Ca es un componente esencial y critico para la salud humana, sin embargo, la
gran mayoria de las personas no cubre la IDR, especialmente las poblaciones de
paises subdesarrollados [20].

Histéricamente, los productos lacteos han sido la fuente mas importante de Ca
en la dieta debido a que combinan un alto contenido de este componente con una alta
biodisponibilidad. Sin embargo, por diversas causas relacionadas a enfermedades,
costos, habitos alimenticios, gustos o estilos de vida no siempre son consumidos (9).

La intolerancia a la lactosa afecta a un gran porcentaje de la poblacion y puede
predisponer a una salud O6sea subdptima, osteoporosis y fracturas por fragilidad
cuando se acompafia de una disminucién de la ingesta de lacteos. Los tratamientos
son costosos y la suplementacion con comprimidos a veces implica dificultades de
adherencia al tratamiento (81). El reemplazo de la leche de vaca por bebidas
vegetales requiere alin mas investigacion para comprobar los efectos de su consumo
a largo plazo sobre la salud 6sea [9].

Otras fuentes de Ca estudiadas en numerosos trabajos muestran la importancia
de este i6n. Brun et al (2013) han evaluado la composiciéon quimica de la cascara de
huevo, hallando que es una fuente de Ca apropiada y econémica para la nutricién
humana. Ademas, el polvo de cascara de huevo disuelto en vinagre, jugo de limoén y
naranja podria ser util [67].

El desarrollo de nuevas fuentes de Ca, no derivadas de matrices alimentarias
lacteas, son importantes para cubrir las necesidades diarias de Ca. El objetivo de la
presente tesis fue desarrollar una bebida no lactea fuente de Ca a base de kéfir,

cascara de huevo y jugo de frutas. Para ello, se realiz6 la optimizacién de la
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preparacion, denominando la formulacién final como BEBIDA. Luego, se profundizé la
caracterizacion de la mencionada formulacion mediante la evaluacion de la
composicion microbiolégica, la absorcion intestinal y el efecto sobre el esmalte dental.
Ademas se evalud el aspecto sensorial y se realizd un estudio sobre los consumidores
de keéfir.

Si bien se ha evaluado el jugo proveniente de pomelo, mandarina, limén y
naranja, se seleccioné este Ultimo debido al mayor contenido de hidratos de carbono y
por ser la principal fruta citrica que se produce a nivel mundial. El contenido de Ca en
promedio de la BEBIDA es de 180 mg Ca/porcidn, cubriendo el 18% de la IDR y, por lo
tanto, podria considerarse como alimento fuente de Ca segun la regulacion del CAA.
En el mercado no se encuentran disponibles jugos comerciales fortificados con Ca y
las bebidas vegetales caseras no aportan importante cantidad de Ca. Un estudio
evalud el contenido de nutrientes de bebida artesanal a base de almendra y hall6 que
el contenido de Ca en la porcién vari6 entre 20-36 mg, cubriendo sélo el 2% de la IDR
[111]. Por su parte, la mayoria de las bebidas vegetales comerciales estan fortificadas
con Ca (carbonato de Ca), aunque no hay evidencia cientifica sobre su
biodisponibilidad, y debido a diferencias en composicién quimica, éstas no pueden
considerarse sustitutos nutricionales de la leche de vaca [112,114].

La absorcioén intestinal de Ca de la BEBIDA fue mayor que el agua+CacCl,. Se ha
reportado que las aguas minerales ricas en Ca son una fuente valiosa y biodisponible
de Ca con efectos beneficiosos medidos a través de biomarcadores y parametros
densitométricos 6seos en seres humanos [115]. Ademas, la absorcion intestinal de Ca
de la BEBIDA fue significativamente mayor que la del jugo+CaCl,. Esta diferencia
podria explicarse por la presencia de citrato y otras sustancias presentes en el jugo,

que tiene una accién compleja con el Ca. El kéfir podria metabolizar estos acidos,
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evitando la formacion de Ca de baja absorcion. Un estudio in situ evalué la absorcion
de Ca de kéfir de leche en comparacion con la leche de vaca, no hallando diferencia
significativa [82]. El estudio de la absorcion de Ca a través de un modelo ex vivo
utiizando sacos duodenales evertidos, contribuye a un mejor control de los
experimentos aungue con el modelo utilizado no es posible evaluar la absorcién de Ca
teniendo en cuenta la integridad total del sistema.

Un estudio realizado in vitro sobre piezas dentarias humanas hall6 menor
pérdida de Ca del esmalte dental en jugo de fruta fortificado con Ca (1000 mg/L) en
comparacion con el jugo sin fortificar [116]. Otro estudio confirmé que mayor
concentracion de Ca en la leche fermentada se asocia con mayor prevencion de
erosion dental [117]. Se ha demostrado que la BEBIDA no tiene efecto
desmineralizante sobre el esmalte dental bovino, a pesar de tener un pH acido. Esto
fue verificado mediante la razén de desmineralizacion, la liberacién de Ca del esmalte
y el andlisis de imagenes MEB. El modelo aplicado evalta la desmineralizacion del
esmalte dental, permite el uso de dientes uniformes y no implica el uso de dientes
humanos. El tiempo de incubacion podria mejorarse con el objetivo que sea mas
representativo de lo que ocurre en un individuo.

El kéfir de agua es un kéfir no lacteo preparado con una solucion de sacarosa
con o sin extractos de frutas fermentado por granos de kéfir, que consiste en un
consorcio de levaduras, principalmente Kluyveromyces, Candida, Saccharomyces y
BAL, incluidos los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus
[118]. EI CAA aun no cuenta con criterios microbiol6gicos especificos para el kéfir de
agua, por este motivo en este trabajo se consideraron los enunciados para el kéfir de
leche. Los ensayos realizados indicaron que la BEBIDA cumple con los criterios

microbiol6gicos establecidos por el CAA, ya que se determind un recuento de BAL en
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el orden 10" UFC/mL (siendo el minimo recomendado 10°) y el recuento de levaduras
en el orden 10° UFC/mL (siendo el minimo recomendado 10%). Asimismo, se
identificaron Saccharomyces cereviciae y Lactobacillus paracasei (especie Generally
Recognized as Safe). Por otro lado, la ausencia de coliformes totales, coliformes
fecales, Staphylococcus aureus y Salmonella spp nos permitié evaluar la seguridad
alimentaria, indicando ausencia de potenciales patdgenos alimentarios. Se ha
sospechado o confirmado que los brotes de enfermedades asociadas con el consumo
de jugo fueron causados por una variedad de patégenos diferentes, incluyendo E. coli
0157: H7, otras E. coli productoras de toxina Shiga, varios serotipos de Salmonella
entérica y C. parvum. En los ultimos afos, los datos de las investigaciones de brotes y
de laboratorio sugieren que muchos de estos patdégenos pueden sobrevivir en el jugo
durante periodos prolongados. Sharma y col. estudiaron la supervivencia de
Salmonella en jugo de naranja fortificado con Ca (pH 3.96 a 4.19) mantenido a 4 °C
durante 32 dias y encontraron que la forma de sal de Ca afecta la tasa de inactivacion.
Salmonella Poona aument6 en 10° UFC/mL en jugo de melén (pH 6.3) almacenado a
20 °C durante 24 h'y en 10® UFC/mL en 48 h, y Salmonella Baildon creci6 bien en jugo
de tomate (pH 4.8). Quizas una combinacién de disminucion de la acidez de las frutas
utilizadas para hacer jugo y una mayor tolerancia al acido de algunas cepas de
patdgenos ha contribuido a un aumento de los brotes asociados con el jugo [119]. Un
estudio investigd sobre un brote de salmonelosis en EE. UU, hallando que el jugo de
naranja no pasteurizado de la empresa X fue el vehiculo del mismo [120]. En
respuesta a varios brotes de enfermedades en la década de 1990 asociados con jugos
crudos procesados en instalaciones comerciales, la Administracibn de Drogas y
Alimentos de los EE. UU. (FDA) introdujo una regulacién que exige que todas los jugos

vendidos al por mayor se produzcan bajo un Analisis de Peligros y Plan de Puntos
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Criticos de Control [121].

Segun el ensayo sensorial realizado, la BEBIDA tuvo una media de aceptabilidad
de 3.7 de una escala hedonica de 5 puntos. Un 58% de la muestra respondié que le
gustd y un 75% indic6 que si la consumiria. Por otro lado, a partir de los resultados del
analisis de penalizacion, se concluye que para mejorar la aceptabilidad de la BEBIDA
se deberian optimizar los parametros acidez y sabor a naranja. Un trabajo exploro el
uso de jugos de frutas mediterraneos para desarrollar bebidas fermentadas no lacteas,
utilizando kéfir. La evaluaciéon de calidad general indic6 que, entre los jugos de frutas
mediterraneos probados, las bebidas de manzana y uva fueron las mas aceptadas por
los panelistas no entrenados [118]. Otro estudio evalud la aceptabilidad de kéfir
fermentado con pulpa de cacao y hallé que la bebida fermentada a 10 °C durante 48 h
y 72 h fue la mas aceptada, lo que esta relacionado a la produccién de metabolitos,
acidez y baja concentracién de alcohol [122].

El desarrollo de bebidas fermentadas a base de jugo de frutas con kéfir puede
ser percibido por los consumidores como saludable [118]. Se analizaron los
consumidores de kéfir, ya que es uno de los ingredientes claves de la BEBIDA. Un
14.4% de la muestra analizada fueron consumidores de kéfir, principalmente kéfir de
agua mas frutas, con una frecuencia de consumo semanal y consumido, en primer
lugar, por salud y bienestar. Un 46.3% lo conocié a través de amistades, un 24.3% a
través de profesionales de la salud, un 26.8% por redes sociales y un 2.4% por un
vendedor. Resultaria interesante investigar qué profesionales de la salud y ante qué
situaciones recomiendan el consumo de kéfir. EI consumo de kéfir se asocia con
diversos beneficios nutracéuticos, que incluyen efectos antiinflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos, antimicrobianos, antidiabéticos, antihipertensivos y

antihipercolesterolémicos. Ademas, el kéfir se puede adaptar a diferentes sustratos
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que permiten la producciébn de nuevas bebidas funcionales para proporcionar
diversidad de productos. Al ser seguro y econdémico, existe interés mundial en el

potencial nutricional del kéfir [123].
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6 Conclusiones

El objetivo general de la tesis fue estudiar la biodisponibilidad de Ca y evaluar
sensaorialmente una bebida desarrollada en basa a jugos de frutas, kéfir y cascara de
huevo. A continuacién se enuncian las conclusiones finales de acuerdo a los objetivos
especificos planteados.

1. Se estandariz6 el mecanismo de preparacion de una bebida en base a jugo de
naranja, kéfir y cascara de huevo, cuya formulacién final se denomin6 BEBIDA,
logrando un aporte de Ca de 180 mg por porcion.

2. Se determiné la biodisponibilidad de Ca de la BEBIDA mediante un modelo ex
vivo, hallando que la absorcion de Ca de ésta es mayor que en los grupos controles.

3. Se evalud el efecto de la BEBIDA sobre el esmalte dental bovino mediante un
andlisis cuantitativo (raz6n de desmineralizacién y diferencia de Ca) y un analisis
cualitativo (imagenes MEB), y se hallé (por los 3 métodos) que difiere del acido lactico
(control positivo de desmineralizacion).

4. Se evalubé la composicion microbiolégica de la BEBIDA, identificando
Saccharomyces cerevisiae y Lactobacillus paracasei, con un recuento dentro de lo
permitido por el CAA. Ademas se demostré ausencia de coliformes totales, coliformes
fecales, de Staphylococcus aureus y de Salmonella spp, indicando ausencia de
patégenos alimentarios y, por lo tanto, respetando el concepto de seguridad
alimentaria.

5. Se evalu6 la aceptabilidad de consumo de la BEBIDA en seres humanos a
través de una prueba sensorial de grado de satisfaccion (escala hedénica de 5 puntos)
y una escala JAR para los atributos: sabor naranja, dulce y &cido. La media de

aceptabilidad fue de 3.7, el 75% de la muestra analizada dijo que la consumiria y el
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sabor 4cido fue considerado ideal por la mayoria.

6. Se evalud y describié el perfil de los consumidores de kéfir por ser uno de los
ingredientes claves de la BEBIDA. Se hallé que un 14.4% de la muestra analizada son
consumidores de kéfir, especialmente de kéfir de agua mas azucar y frutas. El
consumidor de kéfir presenta el siguiente perfil: mediana de edad=29 afios, dedica
mas de cuatro horas diarias a preparar y consumir los alimentos, tiene una frecuencia
de consumo semanal, su ocupacién estd en relacion con el area salud y el motivo
principal de su consumo es por bienestar y salud.

Los resultados de esta tesis indican que la BEBIDA es un método seguro,
practico y aceptable para mejorar la ingesta de Ca en la dieta. La BEBIDA tiene ciertas
caracteristicas que merecen ser destacadas: alta biodisponibilidad de Ca, posibilidad
de preparacion en el hogar y aprovechamiento de un residuo doméstico. Ademas, la
BEBIDA no contiene leche, lo que la hace util para aquellas personas que por diversas

razones no pueden consumir productos lacteos.
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8 Anexos

8.1 Control de calidad de agua potable

Tabla 21. Informe de laboratorio: analisis de agua

Determinaciones Valor Maximo aceptado
pH 7.0+0.5 6.5-8.5
Conductividad (mS/cm) 0.29+0.06
Dureza (ppm) 62.4+3.3 100-500
Sodio (ppm) 62.4+3.3 200
Cloruro (ppm) 32.2+10.6 250
Sulfato (ppm) 47.63+19.37 200
Nitrato (ppm) 1.84+0.7 45
Calcio (ppm) 12.48+3.8 250
Fluoruro (ppm) 0.11+0.04 15
Soélidos Totales (ppm) 271.25+57.5 1000
Alcalinidad Total (mgCaCOs/L) 54.77+19,42 30-200
Fosfato (ppm) 0 3.5
Arsénico (ppm) 0.001 0.05
Turbidez (UNT) <1 1

El agua cumple con las caracteristicas quimicas impuestas por la legislacion vigente. Centro
Universitario de Estudios Medioambiantales. Facultad de Ciencias Médicas.
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8.2 Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo, excepto los casos indicados, se esterilizaron en

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agua peptonada
Peptona lg
Agua destilada 1L
pH=6.8+0.1

Agar Plate Count

Triptona 59
Extracto de levadura 259
Glucosa 1lg
Agar 159
Agua destilada 1L
pH=7.0% 0.1

Agar Manosa, Sharpe and Rogos

Proteasa peptona 10 g
Extracto de carne 10g
Extracto de levadura 59
Glucosa 20 ¢
Monoleato de sorbitan 1mL
Fosfato dipotasico 29
Acetato de sodio 59
Citrato de amonio 29
Sulfato de magnesio 0.2g
Sulfato de manganeso 0.05¢g
Agar 139
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pH=6.4+0.2

Agar Violeta Rojo Bilis Lactosa

Extracto de levadura
Peptona

Sales biliares
Lactosa

Cloruro de sodio
Rojo neutro

Cristal violeta

Agar

Agua destilada
pH=7.4+0.2

Llevar a ebullicion durante 1 min. No esterilizar en autoclave.

Agar LEVINE

Peptona

Lactosa

Fosfato de potasio
Agar

Eosina

Azul de metileno
pH=7.1+£0.2

Agar Baird Parker

Peptona de caseina
Extracto de carne
Extracto de levadura
Cloruro de litio
Glicina

Piruvato de sodio

132

39
79
15¢g
10 g
5g
0.03 g
0.002 g
159
1L

109
10g

159
049
0.065 g

109
5g
lg
59
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Agar 1749
Agua destilada 1L
pH=6.8+0.2.

Esterilizar, enfriar a 45 °C y agregar 45 mL de emulsion de yema de

huevo y 10 mL de solucién de telurito.

Agar DNasa
Tripteina 20 ¢
Acido desoxirribonucleico 29
Cloruro de sodio 59
Agar 159
Agua destilada 1L
pH=7.3+£0.2

Caldo lactosado

Extracto de carne 39
Peptona 59
Lactosa 549
Agua destilada 1L
pH=6.9+0.2

Caldo Rappaport Vassiliadis con soja

Peptona de soja 45¢g
Cloruro de magnesio 6H,O 299
Cloruro de sodio 849
Fosfato monoéacido de potasio 049
Fosfato diacido de potasio 0649
Verde de malaquita 0.036 g
Agua destilada 1L
pH=5.2+0.1
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Caldo Tetrationato

Peptona 59
Sales biliares 1lg
Carbonato de calcio 10g
Tiosulfato de sodio 30g
Agua destilada 1L
Solucién yodo-ioduro de potasio
loduro de potasio 59
Yodo resublimado 1lg
Agua destilada 1L

Llevar a ebullicion, enfriar a 45°C y agregar 20 mL de solucién iodada. Mezclar

y distribuir 10 mL por tubo. No debe calentarse luego de agregar la solucién iodada.
No autoclavar. El medio base debe mantenerse a 4 °C y una vez agregada la

solucion iodada debe utilizarse en el mismo dia.

Agar Verde Birillante

Pluripeptona 10g
Extracto de levadura 349
Cloruro de sodio 59
Lactosa 109
Sacarosa 109
Rojo fenol 0.08 g
Verde brillante 0.0125¢g
Agar 204¢
Agua destilada 1L
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Agar de Xilosa- Lisina- Desoxicolato

Xilosa 3590
Lisina 59
Lactosa 7549
Sacarosa 7549
Cloruro de sodio 59
Extracto de levadura 39
Rojo fenol 0.08 g
Desoxicolato de sodio 25¢
Tiosulfato sédico 6.8 90
Citrato férrico de amonio 08¢
Agar 1349
Agua destilada 1L

pH=7.4+0.2a25°C.

Llevar a ebullicién. No autoclavar.

Agar sabouraud glucosa
Peptona 10g
Glucosa 20g
Agar 2049
Agua destilada 1L
pH=5.6

CHROMagar-Candida

Cromopeptona 10 g
Glucosa 20g
Mezcla cromogénica 249
Cloranifenicol 05¢g
Agar 15¢g
pH=6.0+£0.3

135



Anexos

Agar Leche
Triptona 59
Extracto de levadura 250¢
Dextrosa 1lg
Leche en polvo desnatada 1g
Agar-agar 10g
Agua destilada 1L
pH=6.9+0.2

Azul de lactofenol

Acido lactico 100 g
Sudan Il 0.10g
Azul de algoddn 0.10 g
Solucion alcohdlica de Yodo 10-20 gotas

8.3 Tincion Gram-Nicolle

Preparacion del extendido: se extiende una colonia bacteriana sobre un
portaobjetos (limpio, desengrasado y seco) con una gota de agua y se fija en la llama.

Tincion: colocar el primer colorante (violeta de genciana) y dejar en contacto 1
minuto. Lavar con agua, eliminando el exceso de colorante. Luego, afadir lugol y
mantener en contacto durante un 1 minuto. Nuevamente lavar con agua y tratar con
alcohol-acetona durante 10 s. Lavar con agua y afiadir safranina durante 1 minuto
(colorante de contraste). Dejar secar y proceder a la observacién bajo microscopio
optico con aceite de inmersion. Interpretacion: bacterias Gram posotivas se tifien de

color violeta y las bacterias Gram negativas de color rosado intenso.
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8.4 Pruebas bioquimicas

8.4.1 Catalasa

La catalasa es una hemoproteina similar en estructura a la hemoglobina. El
peréxido de hidréogeno (H:0,) es uno de los productos oxidativos finales en el
metabolismo aerobio de los carbohidratos. Si se acumula H;O; es letal para las células
bacterianas. Dicha enzima cataliza la reaccién de H.O, a H.O y O, (evidenciandose
por burbujas de gas).

Agregar 1 a 2 gotas de H,O; al 3% a la colonia en estudio sobre a la superficie
de un portaobjetos. La aparicion y sostenida produccién de burbujas de gas indican un

resultado positivo.

8.4.2 Citocromo oxidasa

La reacciobn de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromooxidasa. Los citocromos actlan como el Ultimo vinculo en la cadena
respiratoria, transfiriendo electrones al O con la formacion de H,O.

Colocar la colonia de 18 a 24 h de desarrollo sobre la tira de papel impregnada
con alfa-naftol y N, N-dimetil-p-fenilendiamina. La presencia de una coloracion azul

indica un resultado positivo y la ausencia de color, un resultado negativo.

8.4.3 Prueba en agar DNasa

El agar DNasa es un medio de cultivo utilizado para la deteccién de enzimas
desoxirribonucleasas.

A partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, sembrar un inoculo

denso por la técnica de spot e incubar en aerobiosis, durante 24-48 h a 35-37 °C.
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Luego, cubrir la placa con HCI 1N. La observacion de un halo claro alrededor del

crecimiento bacteriano constituye un resultado positivo.
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8.5 Consentimiento informado

Solicitamos su colaboracion en un estudio titulado “Estudios de Ila
biodisponibilidad de calcio y evaluacién sensorial de una bebida desarrollada en
base a jugos de frutas, kéfir y cascara de huevo”. Este estudio tiene como objetivo
evaluar en voluntarios una bebida preparada por fermentacién de jugos de frutas con
granulos de kéfir y fortificado con calcio. Los granulos de kéfir son microorganismos
similares a los utilizados en algunos lacteos que se consumen habitualmente como
yogur. Cabe destacar que los granulos de kéfir son de uso libre y se comercializan en
nuestro mercado. El uso de kéfir es una técnica hogarefa facil y segura. Nuestro
grupo de investigacion esta desarrollando una bebida fermentada con granulos de kéfir
con adicién de cascara de huevo como fuente de calcio y jugos de frutas.

Usted es invitado a participar de esta investigaciéon. Ud. puede negarse a
participar o puede abandonar el estudio en cualquier momento, sin la necesidad de
informar la razén de su decision. Antes de que usted decida tomar parte en este
estudio de investigacion, es importante que lea, cuidadosamente, este documento. Los
investigadores responsables de este proyecto discutiran con usted el contenido de
este informe y le explicaran todos aquellos puntos en los que tenga dudas. Si después
de haber leido toda la informacién usted decide participar de este estudio, debera
firmar este consentimiento en el lugar indicado. Usted recibird una copia de este
consentimiento informado.

Si Ud. decide participar del estudio deberd participar de una prueba sensorial de
escala hedonica con una escala JAR, en la que sera invitado a beber 20-50 mL de la
bebida y responder a un formulario si: a) le disgusta mucho, b) le disgusta, c) no le
gusta ni le disgusta, d) le gusta, €) le gusta mucho. Por otra parte, usted debera
completar segun su percepcién los siguientes atributos: sabor dulce, acido y naranja.
Por ultimo responder a la pregunta si consumiria el producto.

Este estudio sera gratuito y Ud. no deberd afrontar gasto alguno. Tampoco
recibird remuneracion econdmica por su participacion en este estudio.

Sus datos seran guardados en forma confidencial y su hombre no sera revelado
en ningun caso.

................................. manifiesto que he sido informado de lo expresado mas arriba y
otorgo mi consentimiento de participar voluntariamente en la investigacion titulada
“Estudios de la biodisponibilidad de calcio y evaluacion sensorial de una bebida
desarrollada en base a jugos de frutas, Kéfir y cascara de huevo”.

Sl NO

Nombre del investigador responsable: ...,
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