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DESCRIPCION
Alimento fermentado y método para la produccion del mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a alimentos fermentados que contienen bacterias del género Bifidobacterium, y a
métodos para la produccion de dichos alimentos fermentados.

Antecedentes de la técnica

Se ha esclarecido que las bacterias del género Bifidobacterium, como sucede con el caso de las bacterias acido
lacticas tales como las bacterias de Lactobacillus, tienen diversos efectos, incluyendo la mejora de la flora intestinal,
movimiento intestinal y funciones del tracto intestinal, la proteccién contra las infecciones, la inmunoestimulacién y la
prevencion de cancer. Se cree que estas bacterias contribuyen a la salud del ser humano a través de mejoras del
entorno enteral.

Para exhibir dichos efectos, las bacterias de Bifidobacterium requieren el mantenimiento de un alto recuento de
bacterias viables en productos tales como leche fermentada. Sin embargo, debido a que las bacterias de
Bifidobacterium son normalmente anaerobias, tienen una pobre viabilidad y mueren rapidamente en particular en
presencia de oxigeno.

Los solicitantes de la presente solicitud han informado de la adicién de un extracto de té dulce (Rubus suavissimus
S. Lee) o similares a productos que usan las bacterias de Bifidobacterium tales como leche fermentada para mejorar
la viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium en dichos productos (Documento de Patente 1).
Sin embargo, a pesar de que la adicion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee mejora satisfactoriamente la
viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium en los productos tales como leche fermentada, todavia ha
permanecido un problema de sabor debido al amargor derivado del Rubus suavissimus S. Lee.
Lista de la técnica relacionada
Documento de Patente
Documento de Patente 1: WO 2006/129508
Sumario de la invencion
Problemas que la invencion ha de resolver
Por consiguiente es un objeto de la presente invencion proporcionar una técnica por medio de la cual el sabor de los
productos tales como leche fermentada que usan las bacterias de Bifidobacterium pueda mejorarse manteniendo al
mismo tiempo el efecto del Rubus suavissimus S. Lee para la mejora de la viabilidad de las bacterias de
Bifidobacterium.
Medios para resolver los problemas
Los presentes inventores han llevado a cabo estudios intensivos para resolver el problema anterior, y han
encontrado que el problema puede resolverse cuando el extracto de Rubus suavissimus S. Lee, usado en la técnica
relacionada, se afiade después de haberse electrodializado en condiciones especificas. La presente invenciéon se ha
completado en base a este descubrimiento.
Especificamente, la presente invencion proporciona lo siguiente.
(1) un alimento fermentado que incluye:
una esencia de Rubus suavissimus S. Lee que se obtiene como un concentrado a través de la
electrodializacién de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica; y
bacterias del género Bifidobacterium.
(2) un método para la produccién de un alimento fermentado que contiene bacterias del género Bifidobacterium,
incluyendo el método mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee, que se obtiene como un concentrado a
través de la electrodializacion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica, con

el alimento fermentado en cualquier etapa de la produccion del alimento fermentado.

También se describe:
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Un método para la mejora la viabilidad de las bacterias del género Bifidobacterium, incluyendo el método,
mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee, que se obtiene como un concentrado a través de la
electrodializacion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica, con un alimento
fermentado que contiene bacterias del género Bifidobacterium; una esencia de Rubus suavissimus S. Lee que se
obtiene como un concentrado a través de la electrodializacion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee
afadido con una sal inorganica;

un método para la produccion de una esencia de Rubus suavissimus S. Lee, incluyendo el método electrodializar
un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica, y obtener un concentrado; y

un método para mejorar el sabor de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee. Incluyendo el método
electrodializar un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afadido con una sal inorganica, y obtener un
concentrado.

Ventaja de la invencion

El alimento fermentado de la presente invencion contiene una esencia de Rubus suavissimus S. Lee que se obtiene
como un concentrado a través de la electrodializacion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una
sal inorganica. De este modo puede mejorarse la viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium contenidas en el
alimento fermentado, y el alimento no tiene el amargor derivado del Rubus suavissimus S. Lee, y es deseable en
términos de sabor.

Modo para llevar a cabo la invencion

La esencia de Rubus suavissimus S. Lee que se obtiene como un concentrado a través de la electrodializacion de
un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica y contenido en el alimento fermentado de
la presente invencion se obtiene como sigue. Primero, las hojas y/o tallos, preferentemente las hojas de Rubus
suavissimus S. Lee (Rosaceae) perteneciente al género Rubus de la familia de la rosa Rosaceae se extraen con un
disolvente o bien directamente o después de procesos tales como lavado, descascarrillado, secado vy triturado para
obtener un extracto de Rubus suavissimus S. Lee.

El disolvente usado para producir el extracto de Rubus suavissimus S. Lee no se limita particularmente, y puede ser,
por ejemplo, agua, y disolventes organicos tales como alcoholes inferiores de 1 a 5 atomos de carbono (tales como
etanol), acetato de etilo, glicerina y propilenglicol. Estos pueden usarse o solos o como una mezcla de dos o mas.
De estos disolventes, se prefieren agua y un disolvente acuoso tal como una mezcla de agua y un alcohol inferior.

El método usado para extraer el extracto de Rubus suavissimus S. Lee con el disolvente no se limita
particularmente, y se realiza preferentemente mediante, por ejemplo, extraccion acida. La extraccion acida se realiza
en condiciones acidas de preferentemente pH 4,0 o menos, mas preferentemente pH de 3,0 a 4,0. El componente
acido usado para ajustar el pH del disolvente en la extraccion acida no se limita particularmente, mientras que sea
acido. Los ejemplos preferidos del componente acido incluyen acidos organicos tales como acido citrico, acido
malico, acido tartarico, acido succinico, acido lactico y acido acético.

Las condiciones de extraccion para la extraccion del extracto de Rubus suavissimus S. Lee con el disolvente no se
limitan particularmente, y la extraccién se realiza preferentemente, por ejemplo, a una temperatura de 0 °C a 100 °C,
mas preferentemente de 10 °C a 40 °C durante aproximadamente 30 a 60 minutos.

El extracto de Rubus suavissimus S. Lee obtenido de esta manera se somete a procesos tales como filtracion y
centrifugacion si se requieren, y después se afiade con una sal inorganica seguido de electrodialisis.

La sal inorganica afiadida al extracto de Rubus suavissimus S. Lee no se limita particularmente, siempre y cuando
sea una sal formada por un acido inorganico y una base inorganica. Los ejemplos de dicha sal inorganica incluyen
una o mas seleccionadas de sales de potasio tales como cloruro de potasio, sales de sodio tales como cloruro de
sodio, sales de calcio tales como cloruro de calcio y sales de magnesio tales como cloruro de magnesio. De estas
sales inorganicas, se prefieren las sales de magnesio, y se prefiere mas el cloruro de magnesio. La sal inorganica se
afiade a preferentemente de 0,02 a 0,2 moles/l, mas preferentemente de 0,05 a 0,1 moles/l desde un punto de vista
anhidro. Estas sales inorganicas pueden ser hidratadas o anhidras.

El electrodializador usado para la electrodialisis puede ser, tal que un catodo y un anodo se dividen organizando
alternativamente una multitud de membranas de intercambio catiénico y una multitud de membranas de intercambio
anionico y que incluye una camara del catodo, una camara del anodo, una multitud de camaras de desalinizacion y
una multitud de camaras de concentracion. Dicho electrodializador produce un liquido concentrado de una sustancia
idnica (concentrado), y un liquido libre de la sustancia iénica (liquido desalinizado). Especificamente, las camaras de
concentracion ocupan partes separadas por las membranas de intercambio catiénico del lado del anodo y las
membranas de intercambio aniénico del lado del catodo, y el liquido sometido a reflujo en las camaras de
concentracion es el concentrado. Las camaras de desalinizacién ocupan partes separadas por las membranas de
intercambio anidénico del lado del anodo y las membranas de intercambio catiénico del lado del catodo, y el liquido
sometido a reflujo en las camaras de desalinizacion es el liquido desalinizado. También pueden usarse los
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electrodializadores disponibles en el mercado, por ejemplo, el Acilyzer (disponible de Astom Co., Ltd.).

La esencia de Rubus suavissimus S. Lee usada en la presente invencion puede obtenerse recogiendo el
concentrado que se obtiene a través de la electrodidlisis realizada mediante reflujo del extracto de Rubus
suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica en las camaras de desalinizacion del electrodializador, y reflujo
de agua o similar en las camaras de concentracion. Las condiciones de electrodialisis no se limitan particularmente.
Por ejemplo, la electrodidlisis puede realizarse mediante reflujo de agua en las camaras de concentracion en
cantidades equivalentes de 5 a 50 % en masa (de ahora en adelante, simplemente “%”), preferentemente de 10 a
30 % del extracto de Rubus suavissimus S. Lee, seguido de la aplicacion de un voltaje de 10 a 200 V,
preferentemente de 50 a 100 V a través del catodo y el anodo, y pasando una corriente de 10 a 200 A,
preferentemente de 50 a 100 A hasta que las conductividades eléctricas de las camaras de desalinizacién alcancen
el equilibrio (2 miliSiemens por centimetro (mS/cm)). Después puede recogerse el concentrado. Aparte del agua, el
liqguido de reflujo en las camaras de concentracion puede ser, por ejemplo, una solucién electrolitica tal como
salmuera, y acido citrico en agua.

La esencia de Rubus suavissimus S. Lee puede usarse o bien como esta después de la electrodialisis, o0 como un
concentrado después de purificarse y concentrarse a través de la ultrafiltracion, centrifugacion, o similar, o como una
forma en polvo después del secado del concentrado mediante secado por atomizacion, liofilizacién, o similar.

La cantidad de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee usada en el alimento fermentado de la presente invencion
no se limita particularmente. Por ejemplo, en el caso de una esencia de Rubus suavissimus S. Lee de 12 Brix, la
concentracion de la esencia en el alimento fermentado es de 0,001 a 0,1 %, preferentemente de 0,001 a 0,05 %,
mas preferentemente de 0,002 a 0,02 %. Observar que el valor Brix es un valor medido obtenido de, por ejemplo, un
refractometro digital tal como RX-7000a. (Atago Co., Ltd.).

Las bacterias de Bifidobacterium usadas para la produccion del alimento fermentado de la presente invencion y
contenidas en el mismo no se limitan particularmente, siempre y cuando sean microorganismos que pertenezcan al
género Bifidobacterium. Los ejemplos preferidos incluyen miembros de la mayor flora intestinal de los seres
humanos tales como Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, vy
Bifidobacterium angulatum vy Bifidobacterium aislado o derivado de los intestinos de los seres humanos y
Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium animalis usados para alimentos. Se prefieren particularmente entre estas
bacterias de Bifidobacterium desde el punto de vista del efecto de mejora de la viabilidad cuando se usan junto con
el extracto la Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium longum, y, se prefieren mas la
Bifidobacterium breve Y1T12272 (FERM BP-11320 depositada el 16 de febrero de 2010), Bifidobacterium breve
YIT4065 (FERM BP-6223, depositada el 29 de febrero de 1996), Bifidobacterium breve YIT10001 (FERM BP-8205,
depositada el 14 de agosto de 2001), Bifidobacterium bifidum Y1T4007 (FERM BP-791, depositada: 1 de mayo de
1981) y Bifidobacterium bifidum YIT10347 (FERM BP-10613, depositada el 23 de junio de 2005).

El efecto de mejora de la viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium en el alimento fermentado de la presente
invencion con el uso de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee puede mejorarse adicionalmente conteniendo
microorganismos aparte de las bacterias de Bifidobacterium, particularmente las bacterias acido lacticas en el
alimento fermentado con las bacterias de Bifidobacterium. Los ejemplos de dichos microorganismos incluyen
bacterias acido lacticas del género Lactobacillus (tales como Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, Lactobacillus delbueckii subespecie
delbueckii y Lactobacillus johnsonii), el género Streptococcus (tales como Streptococcus thermophilus), el género
Lactococcus (tales como Lactococcus lactis subespecie lactis, Lactococcus lactis subespecie cremoris, Lactococcus
plantarum y Lactococcus raffinolactis) y el género Enterococcus (tales como Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium). Entre estas bacterias acido lacticas se prefieren Lactococcus lactis y/o Streptococcus thermophilus, y, mas
preferentemente Lactococcus lactis YIT2027 (FERM BP-6224, depositada el 10 de febrero de 1997) yl/o
Streptococcus thermophilus YIT2021 (FERM BP-7537, depositada el 1 de noviembre de 1996).

Las bacterias indicadas anteriormente con las fechas de depdsito se depositan en The National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, International Patent Organism Depositary (1-chuo, dai-6, 1-1, Higashi, Tsukuba-
shi, Ibaraki 305-8566, Japon).

El efecto de mejora de la viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium con la esencia de Rubus suavissimus S. Lee
en el alimento fermentado de la presente invencion puede mejorar enormemente cuando el recuento de bacterias de
Bifidobacterium en el alimento fermentado en el momento de produccion del alimento fermentado es 1 x 10" ufc/ml o
mas, particularmente 1 x 108 ufc/ml o mas.

El alimento fermentado de la presente invencion puede producirse de acuerdo con métodos conocidos de
produccién del alimento fermentado que usa las bacterias de Bifidobacterium, excepto por la adiciéon de la esencia
de Rubus suavissimus S. Lee en cualquier etapa de la produccion del alimento fermentado que usa las bacterias de
Bifidobacterium. En un método de produccion ejemplar del alimento fermentado, la esencia de Rubus suavissimus S.
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Lee se afiade antes o después de la esterilizacion de una solucion de leche desnatada en polvo, y se inoculan y
cultivan las bacterias de Bifidobacterium u otros microorganismos deseados. Después el producto se homogeniza
para obtener una base de leche fermentada, y se afiade y mezcla una solucion de jarabe preparada por separado.
Finalmente, se afiaden un sabor u otros ingredientes para obtener el producto final. En otro método ejemplar, las
bacterias de Bifidobacterium u otros microorganismos deseados se inoculan y cultivan en una solucién de leche
desnatada en polvo esterilizada. Después el producto se homogeniza para obtener una base de leche fermentada, y
se afiaden y mezclan una solucién de jarabe preparada por separado y la esencia de Rubus suavissimus S. Lee.
Finalmente, se afiaden un sabor u otros ingredientes para obtener el producto final. Cuando el alimento fermentado
de la presente invencion contiene las bacterias de Bifidobacterium y las bacterias acido lacticas, puede usarse un
cultivo mezclado de las bacterias de Bifidobacterium y las bacterias acido lacticas para la produccion del alimento
fermentado, o estas bacterias pueden cultivarse por separado, y después mezclarse y usarse para la produccion del
alimento fermentado.

Como se usa en el presente documento, un “alimento fermentado” abarca productos especificados por la orden
ministerial para los productos lacteos, incluyendo bebidas (tales como leche fermentada y bebidas lacteas con
bacterias acido lacticas), yogur firme, yogur blando, yogur natural, kéfir y queso. El alimento fermentado de la
presente invencion también abarca diversos tipos de alimentos y bebidas que usan bacterias acido lacticas, tales
como leche fermentada, bebida con bacterias acido lacticas, kéfir y queso de clases tales como un tipo sencillo, un
tipo saborizado, un tipo con fruta, un tipo dulce, un tipo blando, un tipo para beber, un tipo sélido (duro) y un tipo
congelado.

El alimento fermentado de la presente invencion puede contener edulcorantes tales como jarabes, y otros materiales
alimenticios, por ejemplo, cualquiera de los componentes tales como diversos azicares, espesantes, emulsionantes
y diversas vitaminas, segun se requiera. Los ejemplos especificos de tales materiales alimenticios incluyen azucares
tales como sacarosa, glucosa, fructosa, palatinosa, trehalosa, lactosa, xilosa y maltosa; alcoholes de azucar tales
como sorbitol, xilitol, eritritol, lactitol, Palatinit, jarabe de almidén reducido y jarabe de maltosa de almidén reducido;
edulcorantes de alta intensidad tales como aspartamo, taumatina, sucralosa, acesulfamo K y stevia; diversos
espesantes (estabilizadores) tales como agar, gelatina, carragenano, goma guar, goma xantana, pectina, goma de
algarrobo, goma gellan, carboximetilcelulosa, polisacaridos de soja y alginato de propilenglicol; emulsionantes tales
como éster de acido graso con sacarosa, éster de acido graso con glicerina, éster de acido graso con poliglicerina,
éster de acido graso con sorbitano y lecitina; grasas lacteas, tales como crema, mantequilla y crema agria;
acidulantes tales como acido citrico, acido lactico, acido acético, acido malico, acido tartarico y acido gluconico;
vitaminas tales como vitamina A, vitamina B, vitamina C y vitamina E; minerales tales como calcio, magnesio, cinc,
hierro y manganeso; y diversos sabores de yogur, fruta del bosque, naranja, membrillo, perilla, citricos, manzana,
menta, uva, albaricoque, pera, crema pastelera, melocotén, meldn, platano, productos tropicales, hierbas, té negro y
café.

El alimento fermentado de la presente invencidon obtenido como anteriormente puede mantener una tasa de
viabilidad de bacterias de Bifidobacterium del 20 % o mas, y/o un recuento de bacterias viables de 1,5 x 108 ufc/ml,
preferentemente 2 x 108 ufc/ml incluso después de almacenarse a 10 °C durante 21 dias, y el alimento no tiene el
amargor derivado del Rubus suavissimus S. Lee, y es deseable en términos de sabor. La tasa de viabilidad puede
determinarse de acuerdo con los métodos descritos en los Ejemplos a continuacion.

Ejemplos

La presente invencion se describe a continuacion en mas detalle usando Ejemplos. Debe mencionarse, sin embargo,
que la presente invencién no se limita de ningin modo mediante los siguientes Ejemplos.

Ejemplo de referencia 1
Produccion de extracto de Rubus suavissimus S. Lee (1)

Tras el tratamiento de las hojas de Rubus suavissimus S. Lee mediante procesos tales como trituracion, se afadioé
agua en una cantidad de 15 veces la cantidad de las hojas de Rubus suavissimus S. Lee. Después de ajustar el pH
a 3,8 mediante la adicién de acido citrico en una cantidad equivalente al 5 % de las hojas de Rubus suavissimus S.
Lee, la muestra se extrajo a 20 °C durante 60 minutos, y el extracto resultante se concentré cinco veces con un
evaporador para obtener un extracto de Rubus suavissimus S. Lee de 13 Brix.

Ejemplo 1

Produccién de esencia de Rubus suavissimus S. Lee (1)

Tras el tratamiento de las hojas de Rubus suavissimus S. Lee mediante procesos tales como trituracion, se afadioé
agua en una cantidad de 15 veces la cantidad de las hojas de Rubus suavissimus S. Lee. Después de ajustar el pH

a 3,8 mediante la adicién de acido citrico en una cantidad equivalente al 5 % de las hojas de Rubus suavissimus S.
Lee, la muestra se extrajo a 20 °C durante 60 minutos. Después se afadié cloruro de magnesio hexahidratado al
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extracto de manera que la concentracion de cloruro de magnesio era de 0,05 moles/l. La mezcla se carg6 en las
camaras de desalinizacion de un electrodializador (membrana de electrodialisis: AC220-50; Microacilyzer S-3,
Astom), y se cargd agua equivalente al 17 % del extracto en las camaras de concentracion. El proceso de
electrodialisis se continué hasta que las conductividades eléctricas de las camaras de desalinizacién alcanzaron el
equilibrio (2 miliSiemens por centimetro (mS/cm)), y se recogié el concentrado. Adicionalmente el concentrado se
concentrd cinco veces con un evaporador, y se obtuvo una esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee de 12 Brix.

Ejemplo 2
Produccion del producto lacteo (1)

Se afiadié un 0,2 % de esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee preparada en el Ejemplo 1 a un medio de leche
desnatada en polvo al 20 % preparado como medio basal, y se esterilizé por calor a 120 °C durante 3 segundos para
preparar un medio de cultivo. EI medio se inoculo con un cultivo iniciador de Bifidobacterium breve YIT12272 (1 %),
un cultivo iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 (0,1 %) y un cultivo iniciador de Streptococcus thermophilus
Y1T2021 (0,01 %) y se cultivo a 37 °C durante 24 horas para obtener un cultivo. El cultivo se homogenizo a 15 MPa,
y 60 partes en masa de una solucién de azucar al 10 % que se esterilizo a 100 °C durante 5 minutos se afiadieron a
40 partes en masa del cultivo homogenizado. Después se afiadié un ingrediente saborizante de yogur al 0,1 %
(producto de Kabushiki Kaisha Yakult Material) para producir un producto lacteo. Para la comparacion, se produjo un
producto lacteo de la misma manera que anteriormente, excepto por el uso de un medio preparado afiadiendo un
extracto de Rubus suavissimus S. Lee (0,2 %) al medio basal, en lugar de la esencia 1 de Rubus suavissimus S.
Lee. Las concentraciones de la esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee y el extracto de Rubus suavissimus S. Lee
en los productos lacteos eran del 0,08 %.

El recuento de bacterias viables (ufc/ml) en el producto lacteo se midié en la produccion y después el producto se
almaceno a 10 °C durante 21 dias, usando un medio TOS (Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.). También se
determiné la tasa de viabilidad de las bacterias de Bifidobacterium de acuerdo con la ecuacion a continuacion. Los
resultados se presentan en la Tabla 1. El producto lacteo también se evalué para el sabor por tres panelistas
entrenados de acuerdo con los siguientes criterios. Los resultados se presentan en la Tabla 1.

Ecuacion 1

Tasa de viabilidad (%) = recuento de bacterias viables tras el almacenamiento + recuento de bacterias viables en la
produccion x 100

Criterios de evaluacién del sabor

Puntuacion Descripcion

5: Sin amargor

4: Casi sin amargor

3: Ligero amargor

2: Amargo

1: Amargor fuerte

Tabla 1
Aditivo Recuento de células Recuento de células Tasa de Sabor
viables en la viables tras el viabilidad (%)
produccion (ufc/ml) almacenamiento
(ufc/ml)

Ninguno 8,2 x 10° 1,3x 10° 16 5
Extracto de Rubus suavissimus 8,9x 10° 3,6 x10° 40 2
S. Lee
Esencia 1 de Rubus suavissimus 9,0x 10° 3,8x10° 42 5
S. Lee

Como se ve claro a partir de la Tabla 1, tanto los productos lacteos que contienen el extracto de Rubus suavissimus
S. Lee como la esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee tenian tasas de viabilidad aumentadas para las bacterias de
Bifidobacterium comparado con el producto lacteo preparado con solo el medio basal. También se encontré que la
esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee produjo un buen sabor sin amargor en el producto lacteo, a pesar de que se
afadi6 en una cantidad que mejora la tasa de viabilidad mas que el extracto de Rubus suavissimus S. Lee.

Ejemplo 3

Produccién de esencia de Rubus suavissimus S. Lee (2)

Las esencias 2 a 5 de Rubus suavissimus S. Lee se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se uso cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio dihidratado o citrato de tripotasio monohidratado en
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lugar del cloruro de magnesio hexahidratado, y se afiadio para fabricar la concentracion anhidra de 0,05 moles/I.
Ejemplo 4
Produccion del producto lacteo (2)

Los productos lacteos se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 2, excepto que se usaron las esencias 2
a 5 de Rubus suavissimus S. Lee producidas en el Ejemplo 3 en lugar de la esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee
en la misma cantidad. Estos productos lacteos se midieron para el recuento de bacterias viables en la produccién y
tras el almacenamiento a 10 °C durante 21 dias de la misma manera que en el Ejemplo 2. También se determind la
tasa de viabilidad, y se evalu6 el sabor. Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2
Aditivo Sal inorganica | Recuento de células Recuento de Tasa de Sabor
o sal organica viables en la células viables tras viabilidad
produccion (ufc/ml) el almacenamiento (%)
(ufc/ml)
Ninguno Ninguna 8,2 x 10° 1,3x10° 16 5
Esencia 1 de Rubus Cloruro de 9,0x 10° 3,8x10° 42 5
suavissimus S. Lee magnesio
Esencia 2 de Rubus Cloruro de 7,8x10° 1,3x10° 17 4
suavissimus S. Lee sodio
Esencia 3 de Rubus Cloruro de 8,5x 10° 1,9x 10° 22 5
suavissimus S. Lee potasio
Esencia 4 de Rubus Cloruro de 8,3x 10° 2,5x10° 30 4
suavissimus S. Lee calcio
Esencia 5 de Rubus Citrato de 7,7 x 10° 1,2x10° 16 5
suavissimus S. Lee tripotasio

Como se ve claro a partir de la Tabla 2, la esencia de Rubus suavissimus S. Lee obtenida afiadiendo cloruro de
magnesio tenia un efecto superior de mejora de la viabilidad que las esencias de Rubus suavissimus S. Lee
obtenidas afadiendo otras sales. El efecto de mejora de la viabilidad no se obtuvo mediante la adicion de la sal
organica citrato de tripotasio.

Ejemplo 5

Produccién de esencia de Rubus suavissimus S. Lee (3)

Las esencias 6 a 10 de Rubus suavissimus S. Lee se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se uso cloruro magnesio hexahidratado para fabricar la concentracion de cloruro de magnesio de 0,01, 0,02,
0,1, 0,2 o0 0,5 molesl/l, respectivamente, en lugar de 0,05 molesl/I.

Ejemplo 6

Produccion del producto lacteo (3)

Los productos lacteos se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 2, excepto que se usaron las esencias 6
a 10 de Rubus suavissimus S. Lee producidas en el Ejemplo 5 en lugar de la esencia 1 de Rubus suavissimus S.
Lee en la misma cantidad. Estos productos lacteos se midieron para el recuento de bacterias viables en la

produccion y tras el almacenamiento a 10 °C durante 21 dias de la misma manera que en el Ejemplo 2. También se
determind la tasa de viabilidad, y se evalu6 el sabor. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3

Aditivo Cantidad de Recuento de Recuento de Tasa de Sabor

cloruro de células viables en células viables viabilidad

magnesio afadida la produccién tras el (%)
(moles/l) (ufc/ml) almacenamiento
(ufc/ml)

Ninguno 0 8,2 x 10° 1,3x 10° 16 5
Esencia 6 de Rubus 0,01 8,5x 10° 1,9x 10° 22 5
suavissimus S. Lee
Esencia 7 de Rubus 0,02 9,0 x 10° 2,8x10° 31 5
suavissimus S. Lee
Esencia 1 de Rubus 0,05 9,0 x 10° 3,8x10° 42 5
suavissimus S. Lee
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Aditivo Cantidad de Recuento de Recuento de Tasa de Sabor

cloruro de células viables en células viables viabilidad

magnesio afadida la produccién tras el (%)
(moles/l) (ufc/ml) almacenamiento
(ufc/ml)

Esencia 8 de Rubus 0,1 8,8 x 10° 3,7x10° 42 5
suavissimus S. Lee
Esencia 9 de Rubus 0,2 8,4 x 10° 3,7x10° 44 4
suavissimus S. Lee
Esencia 10 de Rubus 0,5 9,0 x 10° 3,8x10° 42 3
suavissimus S. Lee

Como se ve claro a partir de la Tabla 3, el efecto de mejora de la viabilidad para las bacterias de Bifidobacterium
tenia la tendencia a aumentar enormemente con el uso de las esencias de Rubus suavissimus S. Lee obtenidas
como concentrados en la electrodialisis realizada afiadiendo cloruro de magnesio al extracto de Rubus suavissimus
S. Lee, particularmente las esencias de Rubus suavissimus S. Lee que contenian cloruro de magnesio a
0,02 moles/l o mas. También se encontré que la adicion de cloruro de magnesio no tiene efectos adversos en el
sabor cuando se afiade a 0,2 moles/l o menos. El efecto de mejora de la viabilidad era particularmente notorio, y el
sabor era deseable en las muestras que contenian cloruro de magnesio de 0,05 moles/l a 0,1 moles/I.

Ejemplo 7
Produccion del producto lacteo (4)

Se afiadio la esencia 1 de Rubus suavissimus S. Lee preparada en el Ejemplo 1 a un medio de leche desnatada en
polvo al 20 % al 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2 0 0,5 % y se esterilizé por calor a 120 °C durante 3 segundos para preparar
un medio de cultivo. Cada medio se inoculo con un cultivo iniciador de Bifidobacterium breve YIT12272 (1 %) y un
cultivo iniciador de Lactococcus lactis YIT2027 (0,01 %), y se cultivd a 37 °C durante 24 horas para obtener un
cultivo A. De manera separada, se inoculé un medio de leche desatada en polvo al 16 % con un cultivo iniciador de
Streptococcus thermophilus YIT2021 (0,5 %), y se cultivdo a 37 °C durante 24 horas para obtener un cultivo B.
Adicionalmente, se disolvieron en agua jarabe de almidén de maltosa reducido (8 %), polidextrosa (4 %), azucar
liquido de galactooligosacarido (4 %), pectina (0,5 %), péptido de colageno (0,2 %), preparacién de vitamina B
(0,05 %), sucralosa (0,007 %), hierro emulsionado (fosfato de hierro; 0,6 %), y se esterilizaron a 121 °C durante 3
segundos para obtener un jarabe.

El cultivo Ay el cultivo B se homogeneizaron cada uno a 15 MPa, y 10 partes en masa del cultivo A y 40 partes en
masa del cultivo B se mezclaron con 50 partes en masa del jarabe. Después, se afadieron tres ingredientes
saborizantes de yogur diferentes ((Ogawa & Co., Ltd., T. Hasegawa Co., Ltd., y Yakult Material) a la mezcla en un
total de 0,1 % para producir los productos lacteos. Las concentraciones de la esencia 1 de Rubus suavissimus S.
Lee en estos productos lacteos eran del 0,001, 0,002, 0,005, 0,01, 0,02 y 0,05 %.

Los productos lacteos se midieron para el recuento de bacterias viables de Bifidobacterium breve en la produccion y
tras un periodo de almacenamiento de 21 dias, a 10 °C de la misma manera que en el Ejemplo 2. También se
determind la tasa de viabilidad, y se evalud el sabor. Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4
Concentracion de Recuento de Recuento de Tasa de Sabor
esencia 1 de células viables en | células viables tras | viabilidad (%)
Rubus la produccién el almacenamiento
suavissimus S. (ufc/ml) (ufc/ml)
Lee en el

producto lacteo
Medio basal 0 8,2x 10° 1,3x10° 16 5
Medio de cultivo 0,001 8,4 x10° 2,0x 10° 24 5
Medio de cultivo 0,002 8,1x10° 2,4 x10° 30 5
Medio de cultivo 0,005 8,5x 10° 3,1x10° 36 5
Medio de cultivo 0,01 8,9x10° 3,4x10° 38 5
Medio de cultivo 0,02 9,0x 10° 3,8x10° 42 5
Medio de cultivo 0,05 8,7 x 10° 3,3x10° 38 3

Como se ve claro a partir de la Tabla 4, la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee logro el efecto de
mejora de la viabilidad para las bacterias de Bifidobacterium sin tener casi ninguno efecto adverso en el sabor del
producto lacteo. Particularmente, se encontrd que la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee (12 Brix) a
concentraciones del 0,002 al 0,02 % en los productos lacteos produce productos lacteos que tienen una alta
viabilidad y un sabor deseable.
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Ejemplo 8
Produccion del producto lacteo (5)

Los productos lacteos se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se usoé la
Bifidobacterium breve YIT4065 en lugar de la Bifidobacterium breve YIT12272. Como con el caso de los productos
lacteos obtenidos en el Ejemplo 7, los productos lacteos tenian un efecto de mejora de la viabilidad mejorado para
las bacterias de Bifidobacterium mediante la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee, sin tener casi
ningun efecto adverso en el sabor de los productos lacteos.

Ejemplo 9
Produccion del producto lacteo (6)

Los productos lacteos se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se usoé la
Bifidobacterium breve YIT10001 en lugar de la Bifidobacterium breve YIT12272. Como con el caso de los productos
lacteos obtenidos en el Ejemplo 7, los productos lacteos tenian un efecto de mejora de la viabilidad mejorado para
las bacterias de Bifidobacterium mediante la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee, sin tener casi
ningun efecto adverso en el sabor de los productos lacteos.

Ejemplo 10
Produccion del producto lacteo (7)

Los productos lacteos se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se usoé la
Bifidobacterium bifidum YIT4007 en lugar de la Bifidobacterium breve YIT12272. Como con el caso de los productos
lacteos obtenidos en el Ejemplo 7, los productos lacteos tenian un efecto de mejora de la viabilidad mejorado para
las bacterias Bifidobacterium mediante la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee, sin tener casi ningun
efecto adverso en el sabor de los productos lacteos.

Ejemplo 11

Produccion del producto lacteo (8)

Los productos lacteos se produjeron de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se usoé la
Bifidobacterium bifidum Y1T10347 en lugar de la Bifidobacterium breve YIT12272. Como con el caso de los
productos lacteos obtenidos en el Ejemplo 7, los productos lacteos tenian un efecto de mejora de la viabilidad
mejorado para las bacterias de Bifidobacterium mediante la adicion de la esencia de Rubus suavissimus S. Lee, sin
tener casi ningun efecto adverso en el sabor de los productos lacteos.

Utilidad industrial

El alimento fermentado de la presente invenciéon puede proporcionar diversos efectos de las bacterias de
Bifidobacterium y puede contribuir a la salud del ser humano.
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REIVINDICACIONES
1. Un alimento fermentado que comprende:
una esencia de Rubus suavissimus S. Lee que se obtiene como un concentrado a través de la electrodializacion
de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afiadido con una sal inorganica; y

bacterias del género Bifidobacterium.

2. El alimento fermentado de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la sal inorganica es al menos una seleccionada
de sal de potasio, sal de sodio, sal de calcio y sal de magnesio.

3. El alimento fermentado de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la sal inorganica es sal de magnesio.

4. El alimento fermentado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la sal inorganica se
anade de 0,02 a 0,2 moles/I.

5. Un método para la produccién de un alimento fermentado que contiene bacterias del género Bifidobacterium,

el método que comprende mezclar una esencia de Rubus suavissimus S. Lee, que se obtiene como un concentrado
a través de la electrodializacion de un extracto de Rubus suavissimus S. Lee afadido con una sal inorganica, con el
alimento fermentado en cualquier etapa de la produccién del alimento fermentado.
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