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DESCRIPCION
Alimento fermentado que contiene bacterias bifidobacterium y método para producir el mismo
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a alimentos fermentados que incluyen bacterias del género Bifidobacterium y, mas
especificamente, a alimentos fermentados que contienen bacterias viables del género Bifidobacterium a
concentracion elevada y también a un método de preparacion de dichos alimentos fermentados.

Técnica anterior

Claramente se conoce que las bacterias del género Bifidobacterium tienen diversos efectos, tales como la mejora de
la flora intestinal, la mejora del movimiento intestinal, la mejora de la funcién intestinal, la prevencion de infecciones,
la inmunoestimulaciéon y la prevencion de canceres como las bacterias del acido lactico, representadas por las
bacterias del género Lactobacillus y similares. Se considera que estos microorganismos mejoran el ambiente
intestinal, lo que contribuye a la salud humana.

Para obtener los efectos descritos anteriormente con bacterias del género Bifidobacterium es necesario mantener un
gran numero de recuento de células viables de las bacterias dentro de los productos tales como leches fermentadas,
Dado que, sin embargo, las bacterias del género Bifidobacterium generalmente son bacterias anaerobias, tienen una
viabilidad escasa y mueren rapidamente, especialmente en presencia de oxigeno.

Por tanto, se han propuesto métodos para mejorar la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium en
productos tales como leches fermentadas preparadas usando las bacterias. Ejemplos de los métodos incluyen los
que hacen uso de sacarosa o sorbitol (D-glucitol) (Documento de Patente 1), eritritol (Documento de Patente 2) y
lactitol (documento de patente 3).

Ademas, para proporcionar bacterias del género Bifidobacterium en su estado activo para los consumidores, se
estan adoptando medidas, tales como introducir los productos de fermentacion que contienen bacterias del género
Bifidobacterium inmediatamente después de su preparacién en un recipiente hecho de un material impermeable al
oxigeno para bloquear completamente el contacto del oxigeno con los productos. En este método, sin embargo, el
uso recipientes impermeables al oxigeno implica muchos problemas en términos de eliminacion y de costes y, por lo
tanto, la usabilidad del recipiente es limitada.

El documento JP 2004-222652 A divulga agentes de mejora de la supervivencia para microorganismos, que se
obtienen de extracto de té.

Por lo tanto, se estan realizando estudios sobre métodos para mantener la viabilidad de las bacterias del género
Bifidobacterium, incluso bajo condiciones aerobias, y se han notificado varios métodos. Especificamente, se ha
informado de un método que usa N-acetilglucosamina, acido pantoténico, pantetina, panteteina, péptidos y lactulosa.
No obstante, en este método, los materiales utilizados tienen, en si mismos, costes relativamente altos, y cuando se
utilizan en alimentos, el sabor y el gusto de los alimentos se ve afectado profundamente. Por lo tanto, teniendo en
cuenta los efectos para la viabilidad de las bacterias también, ha habido un deseo de un material mas conveniente.

Se considera que la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium se ve influida por las cepas utilizadas, el
pH de los productos (bebidas, alimentos y similares), los azlcares afiadidos como edulcorante, la cantidad de
oxigeno disuelto y similares. Con el fin de mejorar esto, se estan realizando consideraciones sobre la adicion de
levaduras o de bacterias del acido lactico, uso combinado de vitamina C, el material del recipiente del producto y
similares. Sin embargo, para satisfacer la preferencia del consumidor que se esta diversificando recientemente y el
requisito para mejorar aun mas la viabilidad de las bacterias, hay un deseo de un material que se puede utilizar para
la mejora de la viabilidad.

[Documento de patente 1] JP-A-57-004291
[Documento de patente 2] JP-B-2577692
[Documento de patente 3] JP-B-3261571

Divulgacion de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es encontrar un material excelente y nuevo con el uso cuyos varios
efectos fisioldgicos se pueden obtener al tiempo que se mantiene la viabilidad de las bacterias del género
Bifidobacterium en el almacenamiento de un producto, tal como una bebida o alimento, que contiene las bacterias
sin desarrollar problemas en el sabor del producto, y utilizar el material para la provisién de un alimento fermentado
que contenga bacterias viables del género Bifidobacterium a una concentracién elevada, mejorandose la viabilidad
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de las bacterias con el uso del material. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar, en la preparacion de
un alimento fermentado que contiene bacterias del género Bifidobacterium, un método para mejorar la viabilidad de
las bacterias en el almacenamiento del alimento fermentado.

Medios para resolver los problemas

Para conseguir los objetos descritos anteriormente, los presentes inventores han llevado a cabo una extensa
investigacion. Como resultado, se ha descubierto que mediante la adicion de un extracto extraido de una planta
especifica, el recuento de células viables de bacterias del género Bifidobacterium contenidas en un alimento
fermentado se puede mantener de manera estable incluso después del almacenamiento del alimento, lo que lleva a
la realizacién de la presente invencion.

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona, por tanto, un alimento fermentado que comprende un
extracto de_Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) y bacterias del género Bifidobacterium.

En otro aspecto de la presente invencion, también se proporciona un alimento fermentado que comprende un
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) y bacterias del género Bifidobacterium, obteniéndose el extracto
mediante extraccion con acido, preferentemente en condiciones acidas a un pH no superior a 4,0.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona también un método para preparar un alimento
fermentado que comprende las bacterias del género Bifidobacterium, que comprende la adicién de un extracto de
Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en una etapa arbitraria.

En un aspecto adicional mas de la presente invencion, también se proporciona un método para mejorar la viabilidad
de bacterias del género Bifidobacterium, que comprende la adicion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae).

Los extractos contenidas en los alimentos fermentados de la presente invencién y se han derivado de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae), proporcionan excelentes efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del
género Bifidobacterium y, por otra parte, no tienen practicamente ningin efecto sobre el sabor. Por tanto, un
alimento fermentado de la presente invencién, que se obtiene mediante el uso del extracto, tiene un sabor
satisfactorio sin sufrir mucha disminucién del recuento de células viables de las bacterias, incluso después del
almacenamiento de los alimentos durante un largo periodo de tiempo, y es excelente para la estimulacién de la
salud.

Mejor modo para realizar la invencion

El alimento fermentado de la presente invencion contiene un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) (en
adelante en el presente documento se puede denominar simplemente "un extracto ").

Entre los materiales vegetales que también se pueden utilizar como materia prima para un extracto no de acuerdo
con la invenciéon, la curcuma es el rizoma de_Curcuma longa L. o Curcuma aromatica Salisb. En la presente
invencion, Curcuma longa L. es particularmente preferida entre las plantas que pertenecen a Curcuma. Se sabe que
Curcuma longa L. tiene efectos tales como efectos de mejora de la funciéon hepatica, efectos de prevencion de la
resaca, efectos antisecretores gastricos y efectos de mejora de la disfuncion gastrointestinal.

Houttuynia cordata Thunb. es una planta perteneciente a Houttuynia cordata. Para obtener un extracto de Houttuynia
cordata Thunb., se pueden usar las partes aéreas de la hierba y las partes de ramificacion, siendo particularmente
preferido el uso de partes de hierba. Se sabe que_Houttuynia cordata Thunb tiene efectos de supresion de la
inflamacioén de la mucosa.

Eucommia ulmoides Oliv. es una planta perteneciente a Eucommia ulmoides. Para obtener un extracto de
Eucommia ulmoides Oliv se pueden usar hojas y ramas, siendo particularmente preferido el uso de las hojas. Se
sabe que Eucommia ulmoides Oliv. tiene efectos tales como el control de la presion arterial, el alivio del estrés y la
prevenciéon de enfermedades relacionadas con el estilo de vida.

El salvado de arroz es una mezcla de pericarpios, capas de aleurona y gérmenes de granos (arroz integral)
disponibles de Oryza Sativa sin la gluma. Se sabe que este salvado de arroz tiene efectos tales como la mejora de la
inmunidad, la prevencioén del higado graso y similares.

Las hojas de caqui incluyen hojas de la planta de Diospyros Kaki Thunb., Diospyros lotus L., o Diopyros lotus L. var.
glabra Makino. En la presente invencion, Diospyros Kaki Thunb. Es particularmente preferida entre las plantas del
género Diospyros porque se sabe que las hojas tienen efectos tales como supresion del estornudo, la congestion
nasal, la secrecion nasal y similares.

Perilla incluye Perillafrustescens (L.) Britton var. acuta Kudo, Perilla frustescens (L.) Britton var. acuta Kudo forma
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viridis Makino, Perillafrutescens (L.) Britton var. crispa (Thunb) Decne. En la presente invencion, particularmente se
prefiere Perilla frustescens (L.) Britton var. acuta Kudo. Para obtener un extracto de perilla, se pueden usar hojas,
ramas y semillas, siendo particularmente preferido el uso de las hojas. Se sabe que la perilla tiene efectos tales
como efectos antialérgicos, efectos hipoglucémicos y rejuvenecimiento de la piel.

El clavo es el capullo de Syzygium aromaticum (L.) Merr. et Perry o de Eugenia caryophyllata Thunb. Se sabe que el
clavo tiene efectos de conservacion, actividades de contraccion uterina, efectos de reduccion del dolor dental, y
similares.

La canela es la corteza de Cinnamomum zeylanicum Nees o Cinnamomum cassia Blume. Cinnamomum zeylanicum
Nees es particularmente preferido entre estas plantas de cinnamomum. Se sabe que la canela tiene efectos tales
como actividades antibacterianas, efectos de calentamiento del cuerpo, efectos antipiréticos, efectos de activacion
del sistema digestivo, efectos de mejora de diversos sintomas del resfriado, alivio de la indigestion, alivio de la
diarrea y alivio de las nauseas.

Rubus sauvissimus S. Lee (Rosaceae) es una planta perteneciente a Rubus. para obtener un extracto de Rubus
sauvissimus S. Lee (Rosaceae), se pueden usar sus hojas y el tallo, siendo particularmente preferido el uso de sus
hojas. Rubus sauvissimus S. Lee (Rosaceae) esta atrayendo la atencion en los ultimos afios por sus actividades
antiinflamatorias y efectos antialérgicos.

Para obtener un extracto de uno o mas de los materiales vegetales descritos anteriormente, solo es necesario
extraer con un disolvente el material o materiales de la planta, ya sea como tales o después de, opcionalmente,
aplicar procesamientos tales como lavado, pelado, secado y / o molturacién. Tales extractos se pueden utilizar de
forma individual o en combinacién. También se puede usar un extracto mixto, que se obtiene mediante la mezcla de
una pluralidad de materiales vegetales y su extraccion. De acuerdo con la invencion, el extracto es un extracto de
Rubus sauvissimus S. Lee (Rosaceae).

Los disolventes utiles en la preparacion de los extractos incluyen agua y disolventes organicos, tales como alcoholes
inferiores que tienen de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, etanol, acetato de etilo, glicerol y propilenglicol. Se
pueden usar dos o mas de estos disolventes en conjunto como un disolvente mixto. Entre estos disolventes, son
particularmente preferidos el agua y disolventes acuosos tales como agua-alcoholes inferiores.

No se impone limitacion concreta alguna sobre el método de extraccion que usa el disolvente mencionado
anteriormente, pero se prefiere la extraccion con acido, ya que puede extraer de manera eficiente del material o los
componentes de los materiales vegetales que mejoran la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium y
también pueden provocar suficientes efectos incluso cuando el extracto se afiade en una pequefa cantidad. La
extraccion con acido puede llevarse a cabo, preferentemente, en condiciones acidas de pH 4,0 o inferior,
especialmente un pH de 3,0 a 4,0. No se impone limitacidon concreta alguna sobre el ingrediente acido adaptado
para regular el pH del disolvente en esta extraccion con acido, y se puede utilizar cualquier ingrediente siempre que
sea acido. Entre tales ingredientes acidos, se prefieren los acidos organicos, tales como acido citrico, acido malico,
acido tartarico, acido succinico, acido lactico y acido acético.

Ademas, las condiciones de la extraccion para el extracto con el uso del disolvente mencionado anteriormente no
estan particularmente limitadas y el procesamiento de extraccion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante
tratamiento durante de 30 a 60 minutos, preferiblemente a 60 °C - 120 °C, mas preferiblemente a de 80 °C a 100 °C.

El extracto obtenido como se ha descrito anteriormente se puede usar como tal o como una solucién tal como se
obtiene inmediatamente después de la extraccidon, o como un extracto concentrado obtenido mediante purificacion y
concentracion del extracto obtenido por medio de ultrafiltracion, centrifugacion o similares, o como un extracto en
polvo obtenido mediante secado adicional del extracto concentrado por medio de secado por pulverizacion,
liofilizacion o similares.

La cantidad del extracto mencionado anteriormente para su uso en el alimento fermentado puede determinarse,
preferentemente, después de una verificacion experimental, ya que los efectos resultantes pueden diferir en funcion
de las especies de las bacterias del género Bifidobacterium y similares. La cantidad preferible del extracto obtenido
mediante extraccion con agua (en adelante en el presente documento, denominado "extracto de extraccion con
agua") es aproximadamente 0,01 a 10 % en peso (en adelante en el presente documento, denominado simplemente
"%"), mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 % a 5 % en peso, calculado en términos de un extracto que
tiene 10 grados Brix (contenido de azucar). La cantidad preferible del extracto obtenido mediante extraccion con
acido (en adelante en el presente documento, denominado "extracto de extraccion con acido") es aproximadamente
0,001 % a 10 % en peso, mas preferiblemente de aproximadamente 0,01 % a 1,0% en peso, calculado en términos
de un extracto que tiene 10 grados Brix (contenido de azucar).

En la preparacion del producto de fermentacion de la presente invencion, el extracto de la extraccion con agua o el
extracto de la extraccion con acido se pueden afiadir en una cantidad mayor que 10 % o mas. Sin embargo, los
efectos de mejora de la viabilidad no se pueden producir de forma tan proporcional a la cantidad afiadida. Por el
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contrario, una cantidad excesivamente grande del extracto de este tipo puede afectar el sabor del alimento
fermentado. Por tanto, no se prefiere afiadir el extracto en una cantidad tan excesivamente grande. Por otro lado,
una cantidad del extracto de extraccion con agua menor que 0,01 % o del extracto de extracciéon con acido menor
que 0,001 % puede no producir los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium
suficientemente y, por lo tanto, no se prefiere.

Mientras tanto, no se impone ninguna limitacion concreta alguna sobre las especies de las bacterias del género
Bifidobacterium, que se utilizan en la preparacion del producto de fermentacion de la presente invencién y estan
contenidas en el alimento fermentado, en tanto que son microorganismos que pertenecen a las bacterias del género
Bifidobacterium. Se prefieren las conocidas como las bacterias principales de la flora intestinal humana, tales como
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium cantenulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum y Bifidobacterium
angulatum, las bacterias derivadas de los intestinos humanos tales como Bifidobacterium gallicum, las bacterias
usadas en alimentos tales como Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium animalis y similares. Entre estas bacterias
del género Bifidobacterium, se prefieren particularmente Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum and
Bifidobacterium longum en términos de los efectos de mejora de la viabilidad obtenidos cuando las bacterias se
utilizan en combinacién con el o los extractos descritos anteriormente.

Es posible obtener los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium con el uso de
extracto contenido en el alimento fermentado de la presente invencién, aun cuando varios microorganismos distintos
de las bacterias del género Bifidobacterium estan contenidos en los alimentos fermentados. Las bacterias del acido
lactico se pueden dar como ejemplo de otros diversos microorganismos y ejemplos de los mismos incluyen bacterias
del género Lactobacillus tales como Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbueckiisubsp. delbueckii y Lactobacillus johnsonii,
bacterias del género Streptococcus tales como Streptococcus thermophilus, bacterias del género Lactococcus tales
como Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus plantarum y Lactococcus
raffinolactis y bacterias del género Enterococcus tales como Enterococcus faecalis.

En particular, los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium obtenidos con el
uso del extracto en el alimento fermentado de la presente invencién pueden exhibirse notablemente cuando el
recuento de células de las bacterias del género Bifidobacterium contenidas en el alimento fermentado es 1 x 107 /ml
0 mas, preferentemente 1 x 108 /ml 0 mas.

El alimento fermentado de la presente invencion que hace uso de las bacterias del género Bifidobacterium (y
bacterias del acido lactico, segun sea necesario) se puede preparar de acuerdo con un método conocido para la
preparacion de un producto de fermentacion que usa bacterias del género Bifidobacterium, a excepcion de la adicion
del extracto descrito anteriormente en una etapa arbitraria del procedimiento de preparacién. Por ejemplo, el extracto
puede anadirse antes o después de la esterilizacién de una solucién que contiene leche descremada en polvo,
seguida de la inoculacién y el cultivo de las bacterias deseadas del género Bifidobacterium y similares. A
continuacion, el producto resultante se homogeneiza para obtener una leche fermentada para servir como base,
seguido de la adicién y la mezcla de una solucion de jarabe que se prepara por separado. Después se pueden
afadir aromas y similares para preparar un producto final. Como alternativa, a una solucioén esterilizada que contiene
leche descremada en polvo, las bacterias del género Bifidobacterium deseadas y similares se inoculan y se cultivan.
El producto resultante se homogeneiza para obtener una leche fermentada para que sirva como base. A
continuacion una solucién de jarabe que se prepara por separado y el extracto descrito anteriormente se pueden
afadir y mezclar, también se pueden afiadir adicionalmente aromas y similares para preparar un producto final.

La expresion "alimentos fermentados" en la presente invencion incluye leches fermentadas, productos lacteos,
bebidas, tales como bebidas de bacterias del acido lactico, yogur duro, yogur suave, yogur natural y, ademas, kéfir,
queso, etc., que estan definidos en la Ordenanza Ministerial relativa a los Patrones de Composicion, etc., para Leche
y Productos Lacteos. Por tanto, los alimentos fermentados de la presente invencion incluyen diversas bebidas y
alimentos que usan diversas bacterias del acido lactico, por ejemplo, leches fermentadas, bebidas con bacterias del
acido lactico, kéfir, queso y similares, que pueden ser del tipo normal, del tipo aromatizado, del tipo de fruta, del tipo
azucarado, del tipo blando, del tipo bebida, del tipo solido (duro) o del tipo congelado.

Estos alimentos fermentados se obtienen mediante la adicion a los mismos de un edulcorante tal como jarabe de
almidon y diversos otros materiales alimenticios, por ejemplo, ingredientes opcionales tales como diversos hidratos
de carbono, espesantes, emulsionantes y diversas vitaminas, segin sea necesario. Los ejemplos especificos de
estos materiales alimenticios incluyen hidratos de carbono tales como sacarosa, glucosa, fructosa, paratinosa,
trehalosa, lactosa, xilosa y maltosa; glicolalcoholes tales como sorbitol, xilitol, eritritol, lactitol, palatinato, jarabe de
almidon reducido y jarabe de maltosa reducida; edulcorantes de alta intensidad de dulzor tales como aspartamo,
taumatina, sucralosa, acesulfamo K y estevia; diversos espesantes (estabilizadores) tales como agar, gelatina,
carragenina, goma guar, goma xantana, pectina, goma de algarroba, goma gellan, carboximetilcelulosa,
polisacaridos de soja y alginato de propilenglicol; emulsionantes tales como ésteres de acidos grasos de sacarosa,
ésteres de acidos grasos de glicerina, ésteres de acidos grasos de poliglicerina, ésteres de acidos grasos de
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sorbitan y lecitina; grasas de la leche tales como crema; mantequilla y crema agria; condimentos agrios tales como
acido citrico, acido lactico, acido acético, acido malico, acido tartarico y acido glucénico; diversas vitaminas tales
como vitamina A, vitamina B, vitamina C y vitamina E; minerales tales como calcio, magnesio, cinc, hierro y
manganeso; y saborizantes tales como yogur, baya, naranja, membirillo chino, perilla, citricos, manzana, menta, uva,
albaricoque, pera, crema pastelera, melocoton, meldn, platano, tropical, hierbas, té negro y café.

En los alimentos fermentados de la presente invencién que se han descrito anteriormente, la viabilidad de las
bacterias del género Bifidobacterium contenidas en los alimentos estd mejorada en el almacenamiento de los
alimentos mediante la adicion y la mezcla de los extractos, en comparacion con la de los alimentos fermentados
conocidos que contienen bacterias de del género Bifidobacterium. Aunque la razén de ello todavia no esta clara, se
supone que los extractos obtenidos a partir de cada uno de los materiales vegetales que contienen grandes
cantidades de minerales que contribuyen a los efectos de mejora de la viabilidad de mejora para las bacterias del
género Bifidobacterium.

Ejemplos

A continuacioén se describira con mayor detalle la presente invencion en base a los ejemplos. No obstante, se debe
tener en cuenta que la presente invencion no estd, de ningun modo, limitada a los ejemplos siguientes. Los ejemplos
1-8 no son de acuerdo con la invencion.

Ejemplo 1
<Preparacion del extracto 1>

La curcuma (el rizoma de Curcuma longa L.), la parte aérea de la hierba Houttuynia cordata Thunb., las hojas de
Eucommia ulmoides Oliv., el salvado de arroz (una mezcla de pericarpios, capas de aleurona y gérmenes de granos
(arroz integral) disponible de Oryza Sative sin la gluma), las hojas de caqui (hojas de Diospyros kaki Thunb.), las
hojas de Perilla frutescens (L.) Britton var. acuta Kudo, el clavo (el capullo de Syzygium aromaticum (L.) Merr. et
Perry) y la canela (la corteza de Cinnamomum zeylanium Nees) se sometieron por separado a procesamientos tales
como pelado y molturacion y después se extrajeron durante 60 minutos con agua caliente a 90 °C (en una cantidad
10 veces el peso de la correspondiente materia prima) para preparar extractos de curcuma, Houttuynia cordata
Thunb., salvado de arroz, Eucommia ulmoides Oliv., hojas de caqui, perilla, clavo y canela, respectivamente. Los
extractos se concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un evaporador.

Ejemplo 2
<Comparacion de la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium>

Como medio basal se formé una solucién al 12 % de leche descremada en polvo. Los extractos de clurcuma,
Houttuynia cordata Thunb., Eucommia ulmoides Oliv. de salvado de arroz, hojas de caqui, perilla, clavo y canela,
que se habian preparado y ajustado a 10 grados Brix en el ejemplo 1, se afiadieron al 1 % a alicuotas del medio
basal, respectivamente, seguido de esterilizacion para preparar medios esterilizados. A cada uno de dichos medios
se inoculd un iniciador de la cepa Bifidobacterium breve al 1 % y la cepa bacteriana se cultivo a 37 °C hasta que el
pH alcanzé aproximadamente 4,8.

El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determiné tras la terminacion del cultivo y después
del almacenamiento a 10 °C durante 14 dias usando medio de TOS (producto de Yakult Pharmaceutical Ind. Co.,
Ltd.). Basado en el recuento de células viables determinado de este modo, la tasa de viabilidad de las bacterias de
Bifidobacterium se calculé segun la siguiente formula 1. Ademas, la tasa de mejora de la viabilidad en cada medio
que contiene el extracto se calculé en base a la tasa de viabilidad en el medio basal de acuerdo con la siguiente
férmula 2. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 1.

[Férmula 1]

Recuento de células viables tras el almacenamiento

Tasa de viabilidad (%) = a 10 °C durante 14 dias % 100

Recuento de células viables tras
la finalizacion del cultivo
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[Férmula 2]
. ) 100 - tasa de viabilidad en el medio .
Tasa de mejora de la viabilidad (%) = (1— con la adicion de extracto (%) ) X100

100 - tasa de viabilidad en medio basal (%)
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Como es evidente en la Tabla 1, se ha confirmado que la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium
mejoré en un medio con un extracto de cdrcuma, Houttuynia cordata Thunb., Eucommia ulmoides Oliv. salvado de
arroz, hojas de caqui, perilla, clavo o canela afiadidos al mismo, en comparacion con la del medio basal.

Ejemplo 3

<Verificacion de efectos del extracto de extraccion con acido sobre los efectos que mejoran la viabilidad
para bacterias del género Bifidobacterium >

En condiciones similares a las de la preparacion del extracto en el Ejemplo 1 excepto por el uso de agua y
soluciones acuosas, cuyos pH se han ajustado a 3,0, 4,0 y 5,0, respectivamente, con acido citrico en lugar de con
agua caliente, se trataron las hojas de caqui. A alicuotas de un medio de leche descremada en polvo al 12 %, al que
se habian afadido los extractos obtenidos de este modo al 1 %, respectivamente, se inoculd el iniciador de
Bifidobacterium breve YIT10001. La cepa bacteriana se cultivé después a 37 °C hasta que el pH alcanzd
aproximadamente 4,8. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determiné tras la
terminacion del cultivo y después de almacenamiento del cultivo a 10 °C durante 14 dias de una manera similar a la
del Ejemplo 2. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad se calcularon, respectivamente, de la misma
manera que en el ejemplo 2. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 2.

[Tabla 2]
Medio Agua pH 5,0 pH 4,0 pH 3,0
basal caliente
Recuento de células wgbles tras la finalizacion del 9’2)(108 9’5)(108 9’4)(108 9’8)(108 9’6)(108
cultivo (/ml)
Recuento de celulgs viables tras el 5’3)(108 7’0)(108 7’4)(108 8’4)(108 8’3)(108
almacenamiento (/ml)
Tasa de mejora de la viabilidad (%) - 38,1 50,0 66,7 69,0

Como se muestra en la Tabla 2, se ha confirmado que los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del
género Bifidobacterium tienden a ser notables con un extracto obtenido mediante el ajuste del pH de un disolvente
de extraccion a 5,0 o menos, preferiblemente a 4,0 o menos.

Ejemplo 4
<Preparacion del extracto 2>

La curcuma (el rizoma de Curcuma longa L.), la parte aérea de la hierba Houttuynia cordata Thunb., las hojas de
Eucommia ulmoides Oliv., el salvado de arroz (una mezcla de pericarpios, capas de aleurona y gérmenes de granos
(arroz integral) disponible de Oryza Sative sin la gluma), las hojas de caqui (hojas de Diospyros kaki Thunb.), las
hojas de Perilla frutescens (L.) Britton var. acuta Kudo, el clavo (el capullo de Syzygium aromaticum (L.) Merr. et
Perry) y la canela (la corteza de Cinnamomum zeylanium Nees) se sometieron por separado a procesamientos tales
como pelado y molturaciéon y después se extrajeron en condiciones similares a las del ejemplo 1, a excepcion del
uso de agua y una solucién acuosa cuyo pH se habia ajustado a pH 4,0 con acido citrico (en cantidades 10 veces el
peso de la correspondiente materia prima) para preparar extractos de curcuma, Houttuynia cordata Thunb., salvado
de arroz, Eucommia ulmoides Oliv., salvado de arroz, hojas de caqui, perilla, clavo y canela, respectivamente. Se
concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un evaporador.

Ejemplo 5

<Verificacion de efectos del extracto sobre los efectos que mejoran la viabilidad para bacterias del género
Bifidobacterium >

Como medio basal se formé una leche descremada en polvo al 15 %. El extracto de curcuma, Houttuynia cordata
Thunb., Eucommia ulmoides Oliv.,salvado de arroz, hojas de caqui, perilla, clavo y canela, que se habia ajustado a
10 grados Brix en el ejemplo 4, se afadieron al 1 % a alicuotas del medio basal para preparar medios,
respectivamente. En cada uno de dichos medios, los iniciadores de diversas bacterias del género Bifidobacterium se
inocularon al 1 % y dichas cepas bacterianas se cultivaron a 37 °C durante 48 horas. El recuento de células viables
de las bacterias en cada medio se determiné tras la terminacion del cultivo y después de almacenamiento del cultivo
a 10 °C durante 14 dias de una manera similar a la del Ejemplo 2. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la
viabilidad se calcularon, respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo 2. Los resultados se muestran a
continuacién en la Tabla 3.

Para las bacterias del género Bifidobacterium que se van a cultivar se usaron cepas de Bifidobacterium breve, cepas
de Bifidobacterium bifidum y cepas de Bifidobacterium longum.
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Como es evidente en la Tabla 3, los efectos de estos extractos sobre la viabilidad de diversas bacterias del género
Bifidobacterium se han confirmado con sustancialmente todas las cepas, aunque varian dependiendo de la especie
de las cepas. Se han confirmado efectos importantes, en particular con los extractos de circuma, Houttuynia cordata
Thumb., Eucommia ulmoides Oliv. y hojas de caqui.

Ejemplo 6
<Preparacion del producto lacteo 1>

Como medio basal se formé un medio de leche descremada en polvo al 15 %. Se afiadieron los diferentes extractos
preparados en el Ejemplo 4 al 0,1 % a alicuotas del medio basal para proporcionar medios de ensayo,
respectivamente. Después de la esterilizacion de dichos medios con calor, el iniciador de Bifidobacterium breve
YIT10001 se inoculd al 1 % y el iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 y el iniciador de Streptococcus thermophilus
YIT2021 se inocularon cada uno al 0,1 % a los respectivos medios y las cepas bacterianas se cultivaron a 35 °C
durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. Cada cultivo se homogeneizé a 15 MPa y a 40 partes en
peso de dicho cultivo se afiadieron 60 partes en peso de una solucion de azucar al 10 %, que se habia esterilizado a
100 °C durante 5 minutos, y un saborizante de yogur (producto de Yakult Material Co., Ltd.) se afhadid
adicionalmente a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Cinco asesores experimentados realizaron una prueba de
sabor en cada uno de los productos lacteos obtenidos como se ha descrito anteriormente. No se confirmaron
diferencias entre ninguno de los productos lacteos y el producto de control que contenia el cultivo obtenido con el
uso del medio basal.

Ademas, se evaluaron los diversos extractos para no dar efectos relacionados con el sabor al medio basal y que se
ajusten muy bien. Por tanto, también se ha confirmado que su uso en cultivos para bebidas o alimentos, tales como
productos lacteos, no conducen a deteriores en sus sabores.

Ejemplo 7

<Efectos de la cantidad afadida de extracto de hoja de caqui sobre el sabor y efectos de mejora de la
viabilidad>

(1) Preparacion de extractos de hoja de caqui

Usando agua y una solucién cuyo pH se ha ajustado a 4,0 con acido citrico, en cantidades 10 veces las de las hojas
de caqui, se prepararon extractos de hojas de caqui en condiciones similares a las del Ejemplo 1. Esos extractos se
concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un evaporador.

(2) Determinacion de una cantidad para anadir

A alicuotas de un medio de leche descremada en polvo al 15 %, los extractos de hojas de caqui preparados
anteriormente en (1) se afadieron a concentraciones en un intervalo de 0,001 a 10 %, respectivamente, seguido de
esterilizacién a 100 °C durante 60 minutos para preparar medios para el cultivo de bacterias del acido lactico. A
dichos medios, el iniciador de Bifidobacterium breve YIT10001 se inoculd al 1 % y el iniciador de Lactococcus lactis
YIT2027 y el iniciador de Streptococcus thermophilus YIT2021 se inocularon cada uno al 0,1 % y las cepas
bacterianas se cultivaron a 35 °C durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. Cada cultivo se
homogeneiz6 a 15 MPa y a 40 partes en peso del cultivo homogeneizado se afiadieron 60 partes en peso de una
solucion de azucar al 10 %, que se habia esterilizado a 100 °C durante 5 minutos, y un saborizante de yogur
(producto de Yakult Material Co., Ltd.) se afadié adicionalmente a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Con
respecto a dichos productos lacteos, cinco asesores organolépticos formados realizaron una evaluacion del sabor
segun las siguientes normas. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determind
inmediatamente después de la preparacion del producto y después del almacenamiento del producto a 10 °C
durante 14 dias de una manera similar a la del Ejemplo 2. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad
se calcularon, respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo 2. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

<Normas para la evaluacion>

(Clasificacion)  (Descripcion)

A: Muy bueno
B: Bueno
C: Medio
D: Malo

E: Muy malo
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[Tabla 4]

Cantidad Recuento celular de las Recuento celular de las Tasa de Evaluacion
afiadida de bacterias del género bacterias del género mejora de la del sabor
extracto de Bifidobacterium tras la Bifidobacterium tras el viabilidad

hoja de preparacion (/ml) almacenamiento (/ml) (%)
caqui (% en
peso)
Medio No afiadido 1,2x10° 3,1x10° - A
basal
Extraccion 0,001 1,2x10° 3,2x10° 1,4 A
con agua 0,01 1,3x10° 4,2x10° 8,1 A
0,1 1,1x10° 4,4x10° 18,9 A
1 1,1x10° 4,6x10° 21,6 B
5 1,2x10° 4,9x10° 20,3 B
10 1,0x10° 3,8x10° 16,2 D
Extraccion 0,001 1,2x10° 3,7x10° 6,8 A
con &cido 0,01 1,1x10° 4,2x10° 16,2 A
(pH 4.0) 0,1 1,2x10° 5,0x10° 21,6 A
1 1,3x10° 5,2x10° 18,9 B
5 1,3x10° 5,1x10° 17,6 B
10 1,1x10° 4,3x10° 17,6 D

A partir de la Tabla 4 se ha confirmado que la adicién de un extracto de hojas de caqui a 0,01 %, o asi proporciona
efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium. También se ha comprobado que la
adicién de un extracto de hojas de caqui, incluso tanto como 10 % a un medio, no puede producir ningun efecto
excelente adicional en proporcién a las cantidades anadidas, pero, por el contrario, el sabor derivado del extracto
tiende a afectar al sabor del producto preparado. También se ha confirmado que los efectos de mejora de la
viabilidad del extracto de hojas de caqui son exhibidos mas notablemente con uno obtenido mediante extraccion con
acido que con uno obtenido mediante extraccion con agua.

Ejemplo 8

<Efectos del método de adicion del extracto de hoja de caqui sobre el sabor y los efectos de mejora de la
viabilidad>

(1) Preparacion de extractos de hoja de caqui

Usando agua y una solucién cuyo pH se ha ajustado a 4,0 con acido citrico, en cantidades 10 veces las de las hojas
de caqui, se prepararon extractos de hojas de caqui en condiciones similares a las del Ejemplo 1. Esos extractos se
concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un evaporador.

(2) Determinacion del método de adicion

Un medio de leche descremada en polvo al 15 % se esterilizd a 100 °C durante 60 minutos al que el iniciador de
Bifidobacterium breve YIT10001 se inoculé al 1 % y el iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 y el iniciador de
Streptococcus thermophilus Y1T2021 se inocularon cada uno al 0,1 % y las cepas bacterianas se cultivaron a 35 °C
durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. El recuento celular de las bacterias del acido lactico en cada
cultivo se midié de la misma manera que en el ejemplo 2. Después, cada cultivo se homogeneiz6 a 15 Mpa y a 40
partes en peso del cultivo homogeneizado se afiadieron 60 partes en peso de una solucion de azucar al 10 %, que
se habian esterilizado a 100 °C durante 5 minutos, o una solucién que se habia obtenido mediante adicién y
mezclado de una solucion que contiene los extractos de hoja de caqui preparados en (1) anteriormente a 0,1 % a
una solucién de azicar al 10 % y esterilizacion a 100 °C durante 5 minutos, y también se afiadié un aromatizante de
yogur (producto de Yakult Material Co., Ltd.) a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Con respecto a este tipo de
productos lacteos, cinco asesores organolépticos formados realizaron una evaluacion del sabor en base a las
normas del ejemplo 7. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determind inmediatamente
después de la preparacion del producto y después del almacenamiento del producto a 10 °C durante 14 dias de una
manera similar a la del ejemplo 2. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad se calcularon,
respectivamente, de misma manera que en el ejemplo 2. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 5.
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[Tabla 5]
Extracto de hoja Recuento celular de las Recuento celular de las Tasa de Evaluacion
de caqui bacterias del género bacterias del género mejora de la del sabor
Bifidobacterium tras la Bifidobacterium tras el viabilidad (%)
preparacion (/ml) almacenamiento (/ml)
No afiadido 1,2x10° 3,0x10° - A
Extraccion con 1,2x10° 4,2x10° 13.3 A
agua
Extraccion con 9 8
4cido (pH 4.0) 1,3%10 4,9%10 17,3 A

A partir de la Tabla 5 se ha confirmado que los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género
Bifidobacterium se exhiben incluso cuando se afiade un extracto de hojas se de caqui después del cultivo en lugar
de su adicién antes del cultivo. También se confirmé que el sabor de un producto lacteo no se deteriora incluso
cuando se afiade el extracto después del cultivo.

Ejemplo 9

<Preparacion del extracto 3>

Hojas de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se sometieron a procesamientos tales como pelado, molturacién y
tostado y después se extrajeron durante 60 minutos con agua caliente a 90 °C (en una cantidad 10 veces el peso de

las hojas de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)), para preparar un de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae). El
extracto resultante se concentré a 10 grados Brix en un evaporador.

Ejemplo 10
<Verificacion de los efectos del extracto para bacterias del género Bifidobacterium>

Como medio basal se formé una solucion al 12 % de leche descremada en polvo. El extracto de Rubus suavissimus
S. Lee (Rosaceae), que se habia preparado y ajustado a 10 grados Brix en el ejemplo 9, se afiadi6 al 1 % al medio
basal, seguido de esterilizacién para preparar un medio esterilizado. A dicho medio esterilizado, se inoculd el
iniciador de la cepa Bifidobacterium breve al 1 % y la cepa bacteriana se cultivd a 37 °C hasta que el pH alcanzo
aproximadamente 4,8.

El recuento de células viables de las bacterias en el medio se determind tras la terminacion del cultivo y después del
almacenamiento del cultivo a 10 °C durante 14 dias usando medio de TOS (producto de Yakult Pharmaceutical Ind.
Co., Ltd.). Sobre la base del recuento de células viables determinado de este modo, la tasa de viabilidad de las
bacterias de Bifidobacterium se calcul6 de acuerdo a la siguiente Férmula 3. Adicionalmente, la tasa de mejora de la
viabilidad en el medio que contiene el extracto se calculdé en base a la tasa de viabilidad en el medio basal de
acuerdo con la siguiente formula 4. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 6.

[Férmula 3]

Recuento de células viables tras el almacenamiento
a 10 °C durante 14 dias

Tasa de viabilidad (%) = X100
Recuento de células viables tras
la finalizacidn del cultivo
[Férmula 4] ‘
. 100 - tasa de viabilidad en el medio
Tasa de mejora de la viabilidad (%) = (1— con la adicién de extracto (%) ) X100

100 - tasa de viabilidad en medio basal (%)

[Tabla 6]

Medio basal

1,2x10°

Extracto de_Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)

1,2x10°

Recuento de células viables tras la
finalizacion del cultivo (/ml)
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Medio basal | Extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
Recuento .de células viables tras el 6,1x10° 7.8x10°
almacenamiento (/ml)
Tasa de mejora de la viabilidad (%) - 40,8

Como se confirma a partir de la Tabla 6, un medio afiadido con un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) proporciona mejores efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium en
comparacién con un medio basal.

Ejemplo 11
<Verificacion del extracto de extraccion con acido 1>

En condiciones similares a las de la preparacion del extracto en el Ejemplo 9 excepto por el uso de agua y
soluciones acuosas, cuyos pH se han ajustado a 3,0, 4,0 y 5,0, respectivamente, con acido citrico en lugar de con
agua caliente, se traté Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae). A alicuotas de un medio de leche descremada en
polvo al 12 %, al que se habian afadido los extractos obtenidos de este modo al 1 %, respectivamente, se inoculé el
iniciador de Bifidobacterium breve YIT10001. La cepa bacteriana se cultivd después a 37 °C hasta que el pH alcanzé
aproximadamente 4,8. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determiné tras la
terminacion del cultivo y después de almacenamiento del cultivo a 10 °C durante 14 dias de una manera similar a la
del Ejemplo 10. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad se calcularon, respectivamente, de la misma
manera que en el ejemplo 10. Los resultados se muestran a continuacién en la Tabla 7.

[Tabla 7]
Medio Agua pH 5,0 pH 4,0 pH 3,0
basal caliente
Recgent'o dg,celulas wgbles tras la 1’2)(109 1’2)(109 1.1 x10° 12)(109 1’2x109
finalizacion del cultivo (/ml)
Recuento de celulgs viables tras el 6.1 x108 7’8)(108 7’6)(108 8’8)(108 8’9)(108
almacenamiento (/ml)
Tasa de mejora de la viabilidad (%) - 29 37 45 47

A partir de la Tabla 7 se confirma que los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género
Bifidobacterium tienden a ser notables cuando se utiliza un disolvente afadido con un extracto de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) que tiene un pH mas alto.

Ejemplo 12
<Preparacion del extracto 4>

Hojas de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se sometieron a procesamientos tales como pelado, molturacién y
tostado y después se extrajeron en condiciones similares a las del ejemplo 9 con una solucién acuosa de acido
citrico ajustado a un pH de 4,0 (en una cantidad 10 veces el peso de las hojas de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae)), para preparar un de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae). El extracto obtenido de este modo se
concentrd a 10 grados Brix en un evaporador.

Ejemplo 13
<Verificacion del extracto de extraccion con acido 2>

Como medio basal se formé un medio de leche descremada en polvo al 15 %. El extracto de Rubus suavissimus S.
Lee (Rosaceae), que se habia ajustado a 10 grados Brix en el ejemplo 12, se afiadi6 al 1,0 % a alicuotas del medio
basal para preparar medios, respectivamente. En cada uno de esos medios, los iniciadores de diversas bacterias del
género Bifidobacterium se inocularon al 1 % y las cepas bacterianas se cultivaron a 37 °C hasta que el pH alcanzé
aproximadamente 4. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determiné tras la terminacién
del cultivo y después de almacenamiento del cultivo a 10 °C durante 14 dias de una manera similar a la del Ejemplo
10. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad se calcularon, respectivamente, de la misma manera
que en el Ejemplo 10. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 8.

Para las bacterias del género Bifidobacterium que se van a cultivar se usaron cepas de Bifidobacterium breve, cepas
de Bifidobacterium bifidum y cepas de Bifidobacterium longum.

14



ES 2570990 T3

‘ ‘ . . wnbuo
)44 6¢ wO—‘x.vw mOFer 514 - mOFxom mOFer %mﬂog_m
¢ ¢ . . winpiyl
vy 59 [0 x 86 0L x Tl 8y - 0L x 8 0L x 0L S
‘ ‘ . . analg
(0)74 VA4 mOFX—.w oOFer 54 - mOFxFQ mOFxNF %&QQUEM
(w)) oAnno (/) oAnno
(%) [ap ugioezijeuy (%) |ap uoloeZIR Ul
pepljigein (Jwy) ojusiweuadew|e e| sen pepljigein (Jwy) ojusiweusdew|e e| sell
(y) oAno | ej ap eisolow |9 seJ} s9|qeIA so|geln seinigo | (Y) oAlnd | el op esolow 19 seJ} so|gelA S9|geIA Se|n|9o
op odwsal] op ese] Se|N|90 9p 0JUdBNIdY op 0JUBNOoY op odwal] op ese] SE|N|9D 9p 0jUBNIY op 0JudNO9Y winusjoRqOpUIg

(eea0ES0Y) 997 "S SNWISSIABNS SNONy ap 0J0eIX]

[ESEq oIpapy

oJaugb |ap seuspeg

[g elqeL]

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2570990 T3

Como es evidente en la Tabla 8, los efectos del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) sobre la mejora
de la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium se han confirmado con sustancialmente todas las cepas,
aunque varian dependiendo de la especie de las cepas. También se confirmé un efecto que con algunas de las
cepas se acortd el tiempo de cultivo.

Ejemplo 14
<Preparacion del producto lacteo 2>

Como medio basal se formd un medio de leche descremada en polvo al 20 %. Se afadi6 el extracto de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) preparado en el Ejemplo 12 al 0,1 % a alicuotas del medio basal para proporcionar
medios de ensayo, respectivamente. Después de la esterilizacion de dichos medios con calor, el iniciador de
Bifidobacterium breve YIT10001 se inoculé al 1 % y el iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 y el iniciador de
Streptococcus thermophilus YIT2021 se inocularon cada uno al 0,1 % a los respectivos medios y las cepas
bacterianas se cultivaron a 35 °C durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. Cada cultivo se
homogeneiz6 a 15 MPa y a 40 partes en peso de dicho cultivo se afiadieron 60 partes en peso de una solucion de
azucar al 10 %, que se habia esterilizado a 100 °C durante 5 minutos, y un saborizante de yogur (producto de Yakult
Material Co., Ltd.) se afadid adicionalmente a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Cinco asesores
experimentados realizaron una prueba de sabor en cada uno de los productos lacteos obtenidos como se ha
descrito anteriormente. No se confirmaron diferencias entre ninguno de los productos lacteos y el producto de control
que contenia el cultivo obtenido con el uso del medio basal.

Ademas, se evalud el extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) para no dar efectos relacionados con el
sabor al medio basal y que se ajusten muy bien. Por tanto, también se ha confirmado que su uso en cultivos para
bebidas o alimentos, tales como productos lacteos, no conducen a deteriores en sus sabores.

Ejemplo 15

<Efectos de la cantidad afadida de extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) sobre el sabor,
capacidad de proliferacion y efectos de mejora de la viabilidad>

(1) Preparacion de extractos de_Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)

Usando agua y una solucién cuyo pH se ha ajustado a 4,0 con acido citrico, en cantidades 10 veces las de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae), Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se prepararon extractos en condiciones
similares a las del Ejemplo 9. Esos extractos se concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un
evaporador.

(2) Determinacion de una cantidad para anadir

A alicuotas de un medio de leche descremada en polvo al 20 %, los extractos de Rubus suavissimus S. Lee
(Rosaceae) preparados anteriormente en (1) se afiadieron a concentraciones en un intervalo de 0,001 a 10 %,
respectivamente, seguido de esterilizacion a 100 °C durante 60 minutos para preparar medios de cultivo. A dichos
medios, el iniciador de Bifidobacterium breve YIT10001 se inoculé al 1 % y el iniciador de Lactococcus lactis
YIT2027 y el iniciador de Streptococcus thermophilus YIT2021 se inocularon cada uno al 0,1 % y las cepas
bacterianas se cultivaron a 35 °C durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. El recuento celular de las
bacterias del acido lactico en cada cultivo se midi6 de una manera similar a la del ejemplo 10. Cada cultivo se
homogeneiz6 a 15 MPa y a 40 partes en peso del cultivo homogeneizado se afiadieron 60 partes en peso de una
solucion de azucar al 10 %, que se habia esterilizado a 100 °C durante 5 minutos, y un saborizante de yogur
(producto de Yakult Material Co., Ltd.) se afadié adicionalmente a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Con
respecto a dichos productos lacteos, cinco asesores organolépticos formados realizaron una evaluacion del sabor
segun las siguientes normas. El recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determind
inmediatamente después de la preparacion del producto y después del almacenamiento del producto a 10 °C
durante 14 dias de una manera similar a la del Ejemplo 10. La tasa de viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad
se calcularon, respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo 10. Los resultados se muestran en la Tabla
9.

<Normas para la evaluacion>

(Clasificacion)  (Descripcion)

A: Muy bueno
B: Bueno
C: Promedio
D: Malo

E: Muy malo
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[Tabla 9]
Cantidad afadida Recuento celular de Recuento celular de las Tasa de Sabor
de Rubus las bacterias del bacterias del género mejora de la
suavissimus S, Lee género Bifidobacterium tras el viabilidad
(Rosaceae) (% en | Bifidobacterium tras almacenamiento (/ml) (%)
peso) la preparacion (/ml)

Medio basal No afiadido 1,3%x10° 3,1x10° - A
Extraccion 0,001 1,2x10° 3,3x10° 5 A
con agua 0,01 1,3x10° 4,5%10° 14 A

caliente 0,1 1,4x10° 4,9x10° 15 A

1 1,3%x10° 4,9x10° 18 B

5 1,2x10° 5,1x10° 24 C

10 1,2x10° 4,3x10° 16 D

Extraccion 0,001 1,2x10° 3,7x10° 9 A
con acido (pH 0,01 1,2x10° 4,6%10° 18 A
4,0) 0,1 1,2x10° 6,3x10° 27 A

1 1,3x10° 5,6x10° 25 B

5 1,3%x10° 5,6x10° 25 C

10 1,2x10° 4,8x10° 21 D

A partir de la Tabla 9 se ha confirmado que la adiciéon de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) a
0,01 %, o asi proporciona efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium. También
se ha comprobado que la adiciéon de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae), incluso tanto como 10 %
a un medio, no puede producir ningun efecto excelente adicional en proporcion a las cantidades afiadidas, pero, por
el contrario, el sabor del producto preparado se vio afectado. También se ha confirmado que los efectos de mejora
de la viabilidad del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) son exhibidos mas notablemente con uno
obtenido mediante extraccion con acido que con uno obtenido mediante extraccion con agua caliente.

Ejemplo 16

<Verificacion de los efectos del método de adicion del extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)
sobre la mejora de la viabilidad para las bacterias del género Bifidobacterium>

(1) Preparacion de extractos de_Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae)

Usando agua y una solucién cuyo pH se ha ajustado a 4,0 con acido citrico, en cantidades 10 veces las de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae), Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) se prepararon extractos en condiciones
similares a las del Ejemplo 9. Esos extractos se concentraron cada uno por separado a 10 grados Brix en un
evaporador.

(2) Determinacion del método de adicion

Un medio de leche descremada en polvo al 20% se esterilizd a 100 °C durante 60 minutos al que el iniciador de
Bifidobacterium breve YIT10001 se inoculé al 1 % vy el iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 y el iniciador de
Streptococcus thermophilus YIT2021 se inocularon cada uno al 0,1 % y las cepas bacterianas se cultivaron a 35 °C
durante 24 horas para obtener los respectivos cultivos. Después, cada cultivo se homogeneizé a 15 Mpa y a 40
partes en peso del cultivo homogeneizado se afiadieron 60 partes en peso de una solucion de azucar al 10 %, que
se habian esterilizado a 100 °C durante 5 minutos, o una solucién que se habia obtenido mediante adicién y
mezclado de una solucion que contiene los extractos de hoja de caqui preparados en (1) anteriormente a 0,1 % a
una solucién de azucar al 10 % y esterilizacion a 100 °C durante 5 minutos, y también se afiadié un aromatizante de
yogur (producto de Yakult Material Co., Ltd.) a 0,1 % para preparar un producto lacteo. Con respecto a dichos
productos lacteos, el recuento de células viables de las bacterias en cada medio se determiné tras la terminacion del
cultivo y después de almacenamiento a 10 °C durante 14 dias de una manera similar a la del Ejemplo 2. La tasa de
viabilidad y la tasa de mejora de la viabilidad se calcularon, respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo
10. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 10.

[Tabla 10]
Extracto de_Rubus Recuento celular de las Recuento celular de las bacterias del Tasa de mejora
suavissimus S. Lee bacterias del género género Bifidobacterium tras el de la viabilidad
(Rosaceae) Bifidobacterium tras la almacenamiento (/ml) (%)
preparacion (/ml)
No afiadido 1,3x10° 3,1x10° -
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Extracto de Rubus

Recuento celular de las

Recuento celular de las bacterias del

Tasa de mejora

acido (pH 4,0)

suavissimus S. Lee bacterias del género género Bifidobacterium tras el de la viabilidad
(Rosaceae) Bifidobacterium tras la almacenamiento (/ml) (%)
preparacion (/ml)
Extracmop con 1,2x10° 4,0%10° 12
agua caliente
Extraccion con 1,3%10° 4,8x10° 17

Como se puede entender a partir de la Tabla 10, los efectos de mejora de la viabilidad para las bacterias del género
Bifidobacterium junto con el uso de exiracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) puede exhibirse con
independencia del momento de la adicion del extracto.

Aplicabilidad industrial
El alimento fermentado de la presente invenciéon contiene bacterias del género Bifidobacterium mientras no sufre

muchos deterioros en el sabor y mantiene el recuento de células de las bacterias, incluso después del
almacenamiento de los alimentos durante un largo periodo de tiempo. De acuerdo con lo anterior, este producto

fermentado se puede utilizar adecuadamente en la estimulacion de la salud.
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REIVINDICACIONES

1. Un alimento fermentado que comprende un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) y bacterias del
género Bifidobacterium.

2. Un alimento fermentado de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el extracto se ha obtenido mediante extraccion
con acido.

3. Un alimento fermentado de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el extracto se ha obtenido mediante extraccién
con acido en condiciones acidas no superiores a pH 4,0.

4. Un alimento fermentado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas
bacterias del acido lactico.

5. Un método para preparar un alimento fermentado que comprende las bacterias del género Bifidobacterium, que
comprende la adiciéon de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae) en una etapa arbitraria.

6. Un método para mejorar la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium, que comprende la adicién de un
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (Rosaceae).
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