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DESCRIPCION
Sistema de encapsulacién para la proteccion de probioéticos durante el procesamiento

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo del suministro de ingredientes particulares a un consumidor en un
comestible, mas particularmente nutrientes encapsulados tal como bacterias probiéticas en productos comestibles
(por ejemplo, bebidas de zumos, concentrados bebibles, formulaciones liquidas listas para beber, jarabes, polvos,
aperitivos, pudin, etc.).

Antecedentes

Las bacterias probidticas (a las que se hace referencia en algunos casos en el presente documento como
probidticos) son microbios bacterianos vivos que tienen una influencia beneficiosa sobre la salud y nutricién de los
individuos promoviendo una microflora mas sana en el intestino del huésped. Esta microflora depende de sustancias
con que se alimentan de la dieta del organismo huésped. Los probiéticos normalmente colonizan el intestino grueso
y pueden tener cualquiera o ambos de al menos dos papeles principales: pueden suplementar la flora natural del
tracto gastrointestinal con bacterias adicionales, y pueden ser eficaces en el tratamiento de varias afecciones de la
salud, que incluyen, pero no se limitan a (1) alivio de trastornos intestinales (por ejemplo, estrefiimiento y diarrea
producidos por una infeccion por organismos patégenos, antibidticos, quimioterapia, etc.); (2) estimulacion y
modulacion del sistema inmunitario; (3) efectos antitumorales que resultan de la inactivacion o inhibicion de
compuestos carcinogénicos presentes en el tracto intestinal por reducciéon de actividades enzimaticas bacterianas(
por ejemplo, O-glucuronidasa, azorreductasa, nitrorreductasa, etc.); (4) reduccion de la produccién de productos
finales toxicos (por ejemplo, amoniaco, fenoles, otros metabolitos proteicos conocidos por influenciar en la cirrosis
hepatica, etc.); (5) reduccion del colesterol sérico y la presion arterial; (6) mantenimiento de la integridad de la
mucosa; (7) alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa; y/o (8) prevencion de vaginitis.

Los mecanismos potenciales de los efectos anti-patégenicos de las bacterias probidticas son mediante la
disminucion del pH luminal mediante la produccion de acidos grasos de cadena corta tal como el acido acético,
acido lactico o acido propiodnico, que hace que los nutrientes vitales no estén disponibles para los patdgenos,
alterando el potencial redox del entorno, produciendo peroxido de hidrégeno o produciendo bacteriocinas u otras
sustancias inhibidoras (Kailasapathy y Chin, 2000). En los ultimos afios, los ingredientes alimentarios microbianos
vivos especificos y sus efectos sobre la salud humana se han estudiado tanto dentro de las matrices alimentarias
como preparaciones de cultivos Unicos o mezclados. Debido a los beneficios percibidos sobre la salud, las bacterias
probidticas se han incluido cada vez mas en productos lacteos fermentados. Los probidticos se han incorporado en
leches fermentadas, yogures, queso blando, semicurado y curado, helado, y postres lacteos fermentados
congelados. Algunos de los tipos mas comunes de bacterias probidticas incluyen Lactobacillus y Bifidobacteria
(Axelsson, 1993; Holzapfel y col., 2001).

La capacidad de los microorganismos probioticos para sobrevivir y multiplicarse en el huésped tiene una fuerte
influencia en sus beneficios probidticos. Las bacterias deberian estar estables metabolicamente y activas en el
producto, sobrevivir el paso a través del tracto digestivo superior en grandes cantidades y tener efectos beneficiosos
cuando llegan al intestino del huésped (Gillland, 1989). La referencia tipica de cualquier alimento en venta que
afirme ser saludable por la adicion de probioticos contiene al menos 10%10'° unidades formadoras de colonias
(UFC) de bacterias probidticas por racion. Los probidticos son sensibles a distintas condiciones ambientales y
normalmente carecen de la capacidad de sobrevivir durante largos periodos en productos alimentarios y bebidas
“altamente acidos” (por ejemplo, frutos citricos frescos, zumos de frutos citricos, alimentos que contengan zumos de
frutos citricos, salsa de tomate, etc.). Por ejemplo, en los productos de bebidas de zumos de frutas los probidticos
son sensibles a numerosas condiciones ambientales, incluyendo, por ejemplo, pH bajo, alto contenido en acido, alta
actividad de agua, calor, aire, luz, y la presencia inherente de polifenoles que se encuentran en los zumos de frutas,
u otras influencias ambientales. Por lo tanto, la viabilidad (que se mide en unidades formadoras de colonias o UFC),
y, por lo tanto, la eficacia de los comestibles suplementados con probiéticos y en el tracto gastrointestinal se pueden
reducir sustancialmente.

Si una composicion comestible tiene un pH de menos de 7 se considera acido. Los acidos presentes en una
composicion comestible (por ejemplo, un producto alimentario o bebida) contribuyen al nivel de pH. Cuanto mas
acido esta presente, menor es el pH probablemente. Las composiciones comestibles altas en acidos se consideran
en general que tienen un pH natural de 4,6 o menos. Por ejemplo, uno de los nutrientes dominantes en los citricos
es acido, por ejemplo, el acido ascérbico (Vitamina C), y el nivel de pH del zumo de naranja es alrededor de 3,8. Se
sabe que los entornos acidos desnaturalizan las vitaminas vitales necesarias para el crecimiento de organismos
bacterianos. En consecuencia, los organismos mueren en un entorno acido. Muchos de los probidticos deseables
crecen mejor en valores de pH alrededor de 7,0. Las expresiones “contenido acido” y “grado de acidez” se pueden
distinguir. El contenido acido es la medida de cuanto acido esta presente por unidad de volumen de la composicion
comestible. El grado de acidez es el valor actual del pH del alimento o la bebida. Un alto contenido en acido da lugar
a un valor de pH menor, mientras que un bajo contenido en acido da como resultado un valor del pH mayor.
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El calor, por ejemplo, en forma de pasteurizacion) se utiliza de manera rutinaria para destruir los microbios que
puedan estar presentes en los alimentos. En general, cuanto mas frio se puede mantener un producto, mayor es la
supervivencia del probidtico. La luz solar o artificial también puede eliminar al menos algunos probiéticos. Ciertas
longitudes de onda de luz UV son especialmente dafiinas. Debido a la sensibilidad de los probiéticos, las influencias
ambientales tales como las altas temperaturas, niveles altos de oxigeno, humedad y luz directa pueden dar como
resultado que las bebidas que contengan estos organismos tengan una vida de almacenamiento corta. El resultado
es un producto con una vida de almacenamiento inadecuada, es decir, un producto cuya disminucion del recuento
celular de probidticos determina el final de la vida de almacenamiento del producto dando lugar a costes mas altos y
aumento de pérdidas.

Las técnicas de encapsulacion, tales como la microencapsulacion, se han investigado para su uso en el aumento de
la estabilidad de procesamiento, almacenamiento y digestiva de materiales sensibles, tales como las bacterias
probidticas, permitiendo la estabilizacion y liberacion temporal y dirigida de los ingredientes. La microencapsulacion
se ha definido como una tecnologia de empaquetamiento de solidos, liquidos y materiales gaseosos en miniatura,
capsulas selladas que pueden liberar su contenido a velocidades controladas bajo la influencia de condiciones
especificas (Anal y Stevens, 2005; Anal y col., 2006). La microencapsulacion se ha utilizado para aumentar la
estabilidad de procesamiento, almacenamiento y digestiva de materiales sensibles, tales como las bacterias
probidticas. Esta tecnologia permite que los materiales se revistan o atrapen en una matriz que crea una barrera al
entorno circundante, que posteriormente se degrada para liberar el material central. La composicién de las
microcapsulas se puede modificar para mejorar la estabilidad y permitir la degradacion en condiciones especificas
(Anal y Singh, 2007). El objetivo de la microencapsulacion de bacterias probiéticas por lo tanto es evitar el dafio
durante el procesamiento y el almacenamiento, y la degradacion por los acidos gastricos, enzimas proteoliticas y
sales biliares antes de la liberacion dirigida en el colon.

Hasta la fecha, la investigacion de encapsulacion de probidticos se ha enfocado principalmente en el mantenimiento
de las células bacterianas probidticas a un pH bajo y altas concentraciones de bilis, asi como durante el secado por
pulverizacién, secado por congelacion y almacenamiento. Muchas de las investigaciones se han enfocado en las
tecnologias de microencapsulacion y la modificacion de los parametros de encapsulacion, tales como los tipos de
materiales de revestimiento y sus concentraciones y el uso de multiples capas de revestimiento. Se han hecho
pocos intentos de mejorar la viabilidad de los probidticos a altas temperaturas mediante la adicion de
termoprotectores, sin embargo, se ha descubierto que la viabilidad era insignificante en muchas cepas. En
consecuencia, parece que no hay disponibles productos probidticos comerciales que sean estables a altas
temperaturas. Ademas, los procedimientos encapsulacion anteriores necesitaban el empleo de emulsiones de agua
en aceite o aceite en agua, multiples etapas de reaccion, multiples revestimientos o capas de encapsulacién, o una
combinacién de las mismas.

Los consumidores demuestran un interés continuo en productos comestibles tales como bebidas listas para beber
(RTD) o alimentos fortificados con ingredientes que se cree que proporcionan beneficios para la salud. Seria
deseable proporcionar probidéticos u otros nutrientes en una forma estable para su uso en productos comestibles, de
manera que los ingredientes aguanten ciertas condiciones de procesamientos relacionadas con el procesamiento
(por ejemplo, mezcla, homogenizacion, pasteurizacion, etc.) de los comestibles, que sigan estando disponibles como
nutrientes dentro del tracto intestinal, una vez que el alimento o la bebida sea consumido por un individuo.

GUERIN DANIEL Y COL: "Protection of bifidobacteria encapsulated in polysaccharide-protein gel beads against
gastric juice and bile", en JOURNAL OF FOOD PROTECTION, INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR FOOD
PROTECTION, US, vol. 66, no. 11 desvelan células de Bifidobacterium encapsuladas en un gel mixto compuesto de
alginato, pectina y proteinas de suero de leche.

El documento US 2007/0048295 A1 desvela capsulas de alginato, que incorporan al menos un probidtico y al menos
una proteina pancreatica digerida en la pared de una capsula de alginato.

El documento WO 2010/119041 A2 desvela microperlas que comprenden un principio activo encapsulado dentro de
una matriz de polimero gelificado de proteina de suero de leche desnaturalizada.

El documento WO 2009/070012 A1 desvela encapsulados que comprenden una matriz de encapsulacion basada en
proteinas que envuelve una o mas bacterias probidticas. Otros distintos documentos incluyendo, por ejemplo,
publicaciones y patentes, se describen a lo largo de la presente divulgacion. La cita de cualquier documento
determinado no se tiene que considerar como la admision de que es una técnica anterior con respecto a la presente
invencion. Hasta el punto de que, si cualquier significado o definicion de un término en este documento escrito entra
en conflicto con cualquier significado o definicién del término en un documento, el significado o definicion implicado o
asignado en el presente documento escrito prevalecera.

Sumario de la invenciéon

A continuacion, se presenta un sumario simplificado de aspectos de los productos, formulaciones y procedimientos
inventivos desvelados en el presente documento. Este sumario no es una revision extensa, y no pretende identificar
todos o solo elementos clave o criticos ni delinear el ambito de los productos, formulaciones y procedimientos
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inventivos cubiertos en las reivindicaciones. El siguiente sumario simplemente presenta algunos conceptos y
aspectos de la divulgacion de forma simplificada como un preludio de la descripciéon mas detallada proporcionada
posteriormente de ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de la invencion.

En un primer aspecto, la invencién se refiere a un producto de bebida de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende al menos un liquido acuoso, y capsulas que comprende una mezcla gelificada de alginato y aislado de
proteina de suero de leche, y bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada. Las capsulas
comprenden un tamafio de particula medio de menos de 500 micrémetros (um) de diametro. Las bacterias
probidticas comprenden opcionalmente Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., o mezclas de cualquiera de ellas.
Las bacterias probitticas atrapadas estan estabilizadas térmicamente, ya que al someter el producto de bebida a
una temperatura de hasta 29 grados Celsius durante hasta 5 segundos da como resultado una disminucion de
células bacterianas probioticas de entre 1y 1 x 102 UFC por gramo de capsulas.

También se desvelan en el presente documento productos alimentarios que comprenden bacterias probidticas
encapsuladas. Las bacterias probioticas encapsuladas se proporcionan mediante capsulas que comprenden una
mezcla gelificada de alginato y aislado de proteina de suero de leche desnaturalizada y bacterias probioticas
atrapadas dentro de la mezcla gelificada. Las capsulas comprenden un tamafio de particula medio de entre 1 pmy
1000 pm de diametro.

La invencion se refiere a un procedimiento de formacién de probiéticos encapsulados que consiste esencialmente en
proporcionar una mezcla que comprende alginato sédico, proteina desnaturalizada y células probidticas activas, y
combinar la mezcla con un catién divalente para iniciar la gelacion fria del alginato sédico y la proteina
desnaturalizada, en el que las capsulas resultantes comprenden una mezcla gelificada de alginato y proteina
desnaturalizada, y bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada y un tamafo de particula media de
menos de 500 micrometros (um). La relacion de peso de proteina respecto a alginato es desde 1:1 a 9:1.

La invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de perlas gelificadas sin revestimiento que
comprende una mezcla de una solucidon acuosa que comprende alginato sédico y una proteina desnaturalizada con
una suspension de células probidticas activas en 0,1 % de peptona en agua, la combinacion de la primera mezcla
con un cation divalente para iniciar la gelificacion en frio del alginato sddico y la proteina desnaturalizada para formar
una segunda mezcla, y el paso de la segunda mezcla a través de una abertura para formar perlas que tengan un
tamano de particular medio de menos de 500 um, en el que las capsulas resultantes comprenden una mezcla
gelificada de alginato y una proteina desnaturalizada, y bacterias probidticas atrapadas en la mezcla gelificada. La
relacion de peso de proteina respecto a alginato es de 1:1 a 9:1.

La invencion se refiere a capsulas formadas por el procedimiento de mezclar una solucién acuosa que comprende
alginato sodico y proteina desnaturalizada con células probidticas activas para formar una primera mezcla, la
combinacién de la primera mezcla con una soluciéon acuosa de cloruro calcico para iniciar la gelacion en frio de la
solucion de alginato y la proteina desnaturalizada para formar una segunda mezcla, y el paso de la segunda mezcla
a través de una abertura para formar capsulas que tienen un tamafio medio de particular de menos de 500 um de
diametro. Las capsulas resultantes comprenden una mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada, y
bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada. Ademas, el procedimiento da como resultado
capsulas en las que la proteina no esta unida covalentemente de manera significativa al alginato. La relacion de
peso de la proteina respecto al alginato es de 1:1 a 9:1.

En ciertas realizaciones ejemplares, los productos alimentarios o bebidas incluyen adicionalmente uno o mas
ingredientes adecuados para su uso en dichos productos comestibles, incluyendo, por ejemplo, uno o mas de
cualquiera de los ingredientes desvelados posteriormente. Todos los porcentajes mencionados en la descripcion,
divulgacion y las reivindicaciones adjuntas son porcentajes por peso del producto o bebida formulado completo a
menos de que se establezca otra cosa.

Breve descripcion de los dibujos

Se puede adquirir un entendimiento mas completo de la presente divulgacion y las ventajas de la misma
remitiéndose a la siguiente descripcion considerando los dibujos adjuntos, en los que iguales nimeros de referencia
indican caracteristicas iguales, y donde

La FIG. 1A representa una imagen microscopica optica digital de una capsula de proteina de suero de leche
pura.

La FIG. 1B representa una imagen microscoépica optica digital de una capsula de aislado de proteina de suero de
leche respecto a alginato de 75:25.

La FIG. 2A representa una imagen microscopica electrénica de barrido de una capsula de aislado de proteina de
suero de leche pura secada por congelacion.

La FIG. 2B representa una imagen microscopica electrénica de barrido de una capsula de aislado de proteina de
suero de leche respecto a alginato de 50:50.
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La FIG. 2C representa una imagen microscopica electronica de barrido de los poros de la superficie de una
capsula de aislado de proteina de suero de leche pura.

La FIG. 2D representa una imagen microscopica electrénica de barrido de células de L. acidophilus sobre la
superficie de una capsula de aislado de proteina de suero de leche desnaturalizada térmicamente.

La FIG. 3 representa la degradacion de capsulas en fluido gastrico simulado y en fluido intestinal simulado.
La FIG. 4A representa una fotografia de microcapsulas de proteina de suero de leche-alginato secas.

La FIG. 4B representa una fotografia de microcapsulas de proteina de suero de leche-alginato incubadas en
fluidos gastricos simulados durante dos horas.

La FIG. 4C representa una fotografia de microcapsulas de proteina de suero de leche-alginato incubadas en
fluidos intestinales simulados durante ocho horas.

La FIG. 5 representa un grafico de fuerza-tiempo de capsulas durante la comprension de la altura de la capsula.

La FIG. 6 representa un pico del grafico de fuerza de las capsulas con una compresion del 50 % de la altura total
de las capsulas.

La FIG. 7 representa un grafico del recuento de células viables de células libres de L. acidophilus después de la
incubacion en fluido gastrico simulado y pepsina durante 120 minutos.

La FIG. 8 representa un grafico de los recuentos de células viables de células de L. acidophilus
microencapsuladas después de la incubacion en fluido gastrico simulado y pepsina durante 120 minutos.

La FIG. 9 representa un grafico de los recuentos de células viables de células de L. acidophilus libres y
encapsuladas después de la incubacion en agua destilada a 37, 50, 60 u 80 grados Celsius.

La FIG. 10A representa un grafico de los recuentos de células viables de células libres y encapsuladas de L.
acidophilus después de la incubacién en un tampén de fosfato a pH 7.

La FIG. 10B representa un grafico de los recuentos de células viables de células de Bifidobacterium lactis libres y
encapsuladas después de la incubacién en un tampén de fosfato a pH 7.

La FIG. 11 representa un grafico de los recuentos de células viables de células de L. casei libres y encapsuladas
después del tratamiento térmico a 50 grados Celsius.

La FIG. 12 representa un grafico de los recuentos de células viables de células de L. casei libres y encapsuladas
después del tratamiento térmico a 60, 70 y 80 grados Celsius.

La FIG. 13A representa un grafico de recuentos de células viables de células de L. casei libres y encapsuladas
después de un tratamiento a pH 3,8 y 4,1.

La FIG. 13B representa un grafico de los recuentos de células viables de células de Bifidobacterium lactis libres y
encapsuladas después de un tratamiento a pH 3,8 y 4,1.

La FIG. 14A representa un grafico de los recuentos de células viables de células de L. casei libres vy
encapsuladas después de un tratamiento térmico a 92 grados Celsius durante cuatro segundos, a un pH 3,5.

La FIG. 14B representa un grafico de los recuentos de células viables de células de Bifidobacterium lactis libres y
encapsuladas después de un tratamiento térmico a 92 grados Celsius durante cuatro segundos, un pH 3,5.

La FIG. 15 representa una fotografia de un Inotech Encapsulator IE-50R.

Descripcion detallada de la invenciéon

En la siguiente descripcion de las distintas realizaciones, se hace referencia a las figuras adjuntas, que forman parte
de la misma, y en las cuales se muestran en forma de ilustracion distintas realizaciones en las que se puede
practicar uno o mas aspectos de la divulgacion. Por conveniencia, las distintas realizaciones expuestas
posteriormente son formulaciones, productos, procedimientos y similares.

Se referencian en el presente documento nombres comerciales para componentes que incluyen distintos
ingredientes adecuados para su uso en los productos bebibles, formulaciones y procedimientos ejemplares
desvelados en el presente documento. Los inventores no tienen la intencién de limitarse a estos materiales de
ciertas marcas comerciales. Se pueden sustituir y utilizar materiales equivalentes (por ejemplo, los que se obtengan
de diferentes fuentes con un nombre o nimero de referencia diferentes) a los referenciados en el presente
documento por su nombre comercial en las descripciones del presente documento.
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Los aspectos de la invencion se refieren al uso de biopolimeros de calidad alimentaria como agentes adecuados de
encapsulacion para bacterias probidticas. Dichos aspectos proporcionan un sistema de biopolimeros de calidad
alimentaria que encapsula y estabiliza bacterias probidticas en condiciones térmicas y gastricas, asi como hace
posible el suministro de bacterias probidticas al tracto gastrointestinal inferior. En ciertos aspectos de la invencion, se
encapsulan células de Lactobacillus y Bifidobacterium en mezclas de aislado de proteina de suero de leche
desnaturalizada térmicamente en combinacion con alginato. Se han investigado distintas combinaciones de estos
biopolimeros para producir capsulas fuertes y altamente deseables. De acuerdo con ciertas realizaciones, las
capsulas se preparan utilizando un procedimiento de encapsulaciéon con extrusion, que tiene la capacidad de
proteger las células bacterianas en condiciones térmicas y gastrointestinales. Ademas, los ensayos sensoriales de
zumo de naranja y zumo de uva fortificados con células de bacterias probitticas no muestran un impacto significativo
en el sabor proporcionado por las bacterias probiéticas encapsuladas.

La vida de almacenamiento de un producto de bebida que contiene probiéticos puede definirse como la duracién de
tiempo a una temperatura por encima de la ambiental en que se mantiene al menos una cierta concentracién o nivel
de probioticos viables, por ejemplo, al menos 1,0 x 108 UFC/unidad de volumen o masa, o en algunos casos al
menos 5,0 x 10° UFC/unidad de volumen o masa. La unidad de volumen o masa puede ser mililitros (ml), gramos (g)
onzas (0z.), etc. De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, los productos comestibles se proporcionan
comprendiendo bacterias probioticas viables encapsuladas en una cantidad de al menos 1,0 x 10° UFC por racion,
tal como una racion de 226, 8 gramos o una racion de 240 ml.

La estabilidad térmica de las bacterias probiéticas encapsuladas se puede definir como la duracién de tiempo a una
temperatura por encima de la ambiental en que se mantiene al menos cierta concentracién o nivel de probidticos
viables, por ejemplo, al menos 1,0 x 108 UFC/unidad de volumen o masa, o en algunos casos, al menos 5,0 x 10°
UFC/unidad de volumen o masa. De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, los productos comestibles se
proporcionan comprendiendo bacterias probioticas encapsuladas viables en una cantidad de al menos 1,0 x 10° UFC
por racion. La temperatura por encima de la ambiental a la cual las bacterias probidticas encapsuladas, tal como un
producto comestible que contiene las bacterias probiéticas encapsuladas e puede someter comprende 28 a 95
grados Celsius, por ejemplo, 30 grados Celsius, o 35 grados Celsius, o 40 grados Celsius, o 45 grados Celsius, o 50
grados Celsius, o 55 grados Celsius, o 60 grados Celsius, o 65 grados Celsius, o 70 grados Celsius, o 75 grados
Celsius, o0 80 grados Celsius, o 85 grados Celsius, 0 90 grados Celsius, o 92 grados Celsius, en el que cualquiera de
estas temperaturas puede reflejar un punto final de un intervalo. La duracion de tiempo al que se someten a las
temperaturas por encima de la ambiental comprende de 3 segundos a una hora, por ejemplo 4 segundos, o 5
segundos, o 10 segundos, o 20 segundos, o 30 segundos, 0 45 segundos, o 1 minuto, o tres minutos, o cinco
minutos, o siete minutos, o diez minutos, o quince minutos, o veinte minutos, o veinticinco minutos, o treinta minutos,
o cuarenta y cinco minutos, o una hora, en el que cualquier de estos tiempos puede reflejar un punto final de un
intervalo. Normalmente, cuanto mayor es la temperatura, menor es la duracion de tiempo en el que el probidtico se
protegera térmicamente de manera satisfactoria.

Ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes del producto comestible o las formulaciones desveladas en el
presente documento pueden mantener altas tasas de viabilidad bacteriana y asi sobreviven al someterlos a
temperaturas elevadas, tal como, por ejemplo, y sin limitacion. El procesamiento térmico durante la preparacion del
comestible, la destruccién de microbios indeseables en el producto comestible, o combinaciones de los mismos.
Estos productos bebibles ejemplares o formulaciones, desde una concentracion de inicio que varia desde 1,0 x 10° —
1,0 x 10'2 UFC/gramo de capsulas, por ejemplo 1,0 x 10" UFC/gramo de capsulas son capaces de suministrar al
menos 1,0 x 108 UFC/gramo de capsulas después de someterlo a temperaturas elevadas. De acuerdo con aspectos
de la invencién, la disminucién de bacterias probioticas viables al someterlo a temperaturas elevadas comprende de
0 a 1,0 x 10* UFC/gramo, o 5,0 x 10% UFC/gramo de capsulas, o de 0 a 1,0 x 10% UFC/gramo de capsulas o de 0 a
5,0 x 103 UFC/gramo de capsulas, o 0 a 1.0 x 102 UFC/gramo de capsulas, o 0 a 50 UFC/gramo de capsulas, 0 0 a
10 UFC/gramo de capsulas.

Ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos o formulaciones comestibles desveladas en el
presentes documento pueden mantener tasas elevadas de viabilidad de bacterias probidticas y asi consigue una
larga vida de almacenamiento. Estos productos o formulaciones ejemplares, desde una concentracion de inicio que
varia desde 1,0 x 10° — 1,0 x 10'2 UFC/racion, por ejemplo, 1,0 x 10'® UFC/racién de 354,9 ml, son capaces de
suministrar al menos 1,0 x 10° UFC de bacterias por cada 354,9 mililitros de bebida, por ejemplo, cuando se
consumian incluso después de 45 dias cuando se almacenaba en oscuridad o en cualquier otra condicién protegida
de los rayos UV a una temperatura de 1,6 °C tras la carga. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, la
mitad de la concentracién de inicio de bacterias probidticas viables se mantenia después de 45 dias, o 63 dias, o
incluso 70 dias, cuando se almacenan en la oscuridad o cualquier otra condicién protegida de los rayos UV a una
temperatura de 1,6 °C tras la carga. De acuerdo con aspectos ejemplares de la presente invencion la disminucién en
las bacterias probidticas encapsuladas viables en un zumo acido que comprende un pH de 3,75 y se almacena en
condiciones ambiente comprende de 0 a 1,0 x 10° UFC/gramo de capsulas después de diez semanas de
almacenamiento a 1,6 °C tras la carga, es decir, 1,0 x 106 — 1,0 x 10'2 UFC/gramo de capsulas.

Ademas, el pH del producto comestible de acuerdo con aspectos de la invencion puede afectar la viabilidad de las
bacterias probidticas, con valores bajos del pH disminuye la viabilidad de las bacterias probidticas. Por ejemplo, de
acuerdo con aspectos ejemplares de la presente invencion, la disminucién en las bacterias probiéticas encapsuladas
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viables en un zumo acido que comprende un pH de 2,75 y almacenado en condiciones ambientes comprende de 0 a
100 UFC/gramo de capsulas después de dos semanas de almacenamiento. Por el contrario, la disminucién en
bacterias probidticas encapsuladas viables en un zumo acido que comprende un pH de 3,5 y almacenadas en
condiciones ambientes comprende 0 a 100 UFC/gramo de capsulas después de ocho semanas de almacenamiento.

Como se utiliza en el presente documento y las reivindicaciones adjuntas, la expresion “probidticos”,
“microorganismos probiéticos” o “biomasa probidtica” se entiende que incluye cualquier microorganismo, contenido
celular o metabolitos de los microorganismos, que tienen efectos beneficiosos para su huésped. Por lo tanto, se
pueden incluir las levaduras, mohos y bacterias. En ciertas realizaciones ejemplares, las cebas bacterianas
probidticas de Bifidobacterium se pueden utilizar en productos bebibles, formulaciones y procedimientos desvelados
en el presente documento, que incluyen, por ejemplo, B. breve, B. animalis (lactis), B. longum, B. bifidum, B.
adolescentis, B. thermophilum, y B. infantis. También se pueden utilizar cepas bacterianas probidticas del género
Lactobacillus que incluyen, por ejemplo, L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L, paracasei, L. johnsonii, L. reuteri y
L. plantarum, L. lactis, L. bulgaricus.

El documento EP 0862863 enumera algunos ejemplos de probidticos conocidos actualmente. Por ejemplo, se
pueden utilizar las cepas de Lactobacillus plantarum (Lp299), Bifidobacterium lactis (HNO19), o Bifidobacterium lactis
(BB-12) en ciertos ejemplos no limitantes de los productos comestibles, formulaciones desvelados en el presente
documento. Una seleccion de diferentes cepas probidticas se ofrece por Christian Hansen BioSystems A/S (CHL),
10-12 Boge All, P.O Box 407, DK-2970 Horsholm, Dinamarca. Esta en la experiencia de los expertos en la técnica,
dado el beneficio de la presente divulgacion, el seleccionar cepas adicionales adecuadas o alternativas para su uso
en distintas realizaciones de los productos bebibles y las formulaciones desveladas en el presente documento.

En algunas realizaciones ejemplares y no limitantes, los productos comestibles o formulaciones pueden contener
especies de multiples bacterias. En ciertos ejemplos ejemplares y no limitantes, cuando estan presentes dos
bacterias en la formulacion, las bacterias pueden ser por ejemplo B. animalis (lactis) y L. rhamnosus. La relacion de
una especie bacteriana con otra puede variar ampliamente. La relaciéon puede ser desde aproximadamente
0,00000001 a 1, aproximadamente 0,0000001 a 1, aproximadamente 0,000001 a 1, aproximadamente 0,00001 a 1,
aproximadamente 0,0001 a 1, aproximadamente 0, 001 a 1, aproximadamente 0,01 a 1, aproximadamente 0,1 a 1, o
aproximadamente 1 a 1.

El nimero de bacterias viables a menudo se registra como UFC, o unidades formadoras de colonias. Una colonia se
forma por una Unica bacteria viable cuando la bacteria se coloca en una placa con una dilucién adecuada para la
formacion de colonias Unicas. Esto es una técnica convencional conocida por los microbidlogos. Normalmente, la
cantidad se expresa como el numero de UFC en una medida liquida, por ejemplo, mililitros (ml), onzas de fluido (fl.
0z), etc., o una medida solida, por ejemplo, gramos (g). La regulacion de EE. UU. 21 CFR 101.9(b)(5)(viii) define una
onza de fluido como 30 ml exactamente. Puede ser necesario un ndmero suficiente de bacterias viables para
obtener los efectos beneficiosos de las bacterias probiéticos. A menudo las bacterias se empaquetan con un cierto
nivel de bacterias viables; sin embargo, antes del consumo, los niveles pueden disminuir evitando que el consumidor
adquiera una dosis de bacterias beneficiosa. Ademas, el Centro Nacional de Medicina Alternativa y Complementaria
(NCCAM) han identificado varios problemas relativos a la calidad de productos probiético incluyendo: la viabilidad de
la bacteria en el producto, tipos y titulos de bacterias en el producto, y estabilidad en almacenamiento. Véase
NCCAM, "BACKGROUNDER: Biologically Based Practices: An Overview" (octubre, 2004). Este documento se
puede encontrar en el sitio de internet del Centro Nacional de Medicina Alternativa y Complementaria (NCCAM).

Las bacterias adecuadas para ciertos ejemplos ejemplares no limitantes de los productos bebibles, formulaciones y
procedimientos desvelados en el presente documento se pueden preparar en una variedad de procedimientos
conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el crecimiento en medios que contienen caseina. De manera
opcional, las bacterias pueden crecer sin caseina, proporcionando una preparacién bacteriana libre de productos
lacteos. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, las bacterias pueden almacenarse mediante
refrigeracion, congelacion, o secados por congelacion sin disminuir la viabilidad por debajo de un nivel deseado. De
acuerdo con un aspecto, las bacterias se congelan y luego se descongelan antes de la encapsulacion.

De acuerdo con ciertos aspectos las bacterias se secan por congelacion y entonces se miden, se mezclan y se
rehidratan en agua con un 0,10 % de peptona antes de la encapsulacion. De acuerdo con realizaciones de la
invencion, en las capsulas biopoliméricas, tal como perlas o capsulas. Como se utiliza en el presente documento, el
término “capsula” se refiere a una particula cerrada sustancialmente por completo. La particula encerrada puede
comprender un material de la cubierta externa que sea la misma o diferente del material interior. Por ejemplo, y sin
limitacién, una capsula puede comprender una o mas cubiertas sélidas externas rodeando un interior liquido, o una o
mas cubiertas externas solidas rodean un interior sélido. De acuerdo con aspectos de la invencion, tanto la cubierta
exterior como el material interior comprenden una red que comprende al menos dos biopolimeros que estan
intercaladas, reticulada, o combinaciones de los mismos. Por ejemplo, de acuerdo con ciertos aspectos de la
invencion se proporciona una capsula que comprende una cubierta externa y un material interior que comprende los
mismos biopolimeros de manera que la densa polimerizacién en la superficie de la capsula forma una cubierta
externa. Por el contrario, la extension de polimerizacion del material en el interior es de manera que comprende
espacio entre las cadenas poliméricas individuales. Cuando la capsula esta compuesta por un material presente en
una forma que es un solido tanto en el interior y la cubierta externa de la capsula se le puede hacer referencia como
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una “perla”.

El tamafio de las capsulas (o perlas) varia dependiendo del procedimiento empleado para preparar las capsulas, y
varia entre las que comprende un tamafio medio de particula de entre 1 um y 3000 ym de diametro. Normalmente, la
combinacién de una fuente de un cation divalente con el alginato utilizando un procedimiento gota a gota da como
resultado capsulas con un extremo mas alto del intervalo, tal como entre 1500 uym de diametro y 3000 ym de
diametro. El tamafio medio de la particula de las capsulas puede controlarse utilizando procedimientos y aparatos
conocidos por los expertos en la técnica tal como, por ejemplo, y sin limitacion, la pulverizacion o extrusionado. Por
ejemplo, una vez que comience la gelacion de la capsula, la mezcla se puede pasar a través de aberturas en un
aparato de extrusion, tal como una o mas boquillas, resultando de esta manera en la formacién de capsulas o perlas
que comprenden aproximadamente el mismo diametro que el diametro de la abertura por la que la mezcla se pasé.

Como se utiliza en el presente documento, el término “microcapsula” se refiere a una capsula (o perla) que
comprende un tamafo medio de particula de entre 1 umy 1000 ym de diametro, tal como entre 1 ym y 900 ym de
diametro, o entre 1 ym y 800 pm o entre 1 um y 700 pm de diametro, o entre 1 ym y 600 ym de diametro, o entre 1
pm y 500 pm de diametro, o entre 1 pm y 400 pm de diametro, o entre 1 ym y 300 pm de diametro, o entre 1 pmy
200 pm de diametro, o entre 1 ym y 100 ym de diametro, o entre 100 ym y 600 ym de diametro, o entre 200 ym y
600 um de diametro, o entre 400 um y 600 uym de diametro, o entre 300 um y 500 uym de diametro. Las capsulas
incluyendo las perlas y microcapsulas, comprenden cualquier forma que se forme durante la gelificacion de los
polimeros, por ejemplo, y sin limitacion, esférica, ovoide, cilindrica y similares.

Los biopolimeros empleados incluyen, por ejemplo, y sin limitacion, proteinas, polisacaridos y combinaciones de los
mismos. Se puede emplear cualquier polisacarido adecuado que se conoce en la técnica, tal como por ejemplo y sin
limitaciéon pectina, carragenano, alginato, goma de xantano, celulosas modificadas, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, goma arabiga, goma ghatti, goma karaya, goma de tragacanto, goma de algarrobo, goma guar,
goma de semilla de psilium, goma de semilla de quince, goma de larch (arabinogalactanos), goma de estractan,
agar, furcelaran, almidones modificados, goma gelan, fucoidan y similares.

Cualquier fuente de proteina adecuada se puede utilizar como se conoce en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
aislado de proteina de suero de leche, aislado de proteina de caseina, aislado de proteina de leche, péptidos,
proteina de arroz, proteina de trigo, proteinas vegetales, proteina de soja, péptidos de proteinas de soja,
hidrolizados de proteinas desoja, proteina de huevo, proteinas de legumbres, proteinas de frutos secos, proteinas
de cacahuetes, proteina zeina de maiz, y similares. La proteina se desnaturaliza para mejorar la capacidad de la
proteina para mezclarse o fundirse de manera sustancialmente homogénea con el polisacarido reduciendo el
tamano tridimensional de las proteinas individuales. La desnaturalizacién se puede llevar a cabo por cualquier
procedimiento conocido para los expertos en la técnica, por ejemplo y sin limitacion, por procedimientos térmicos.
Por ejemplo, al someter una solucion acuosa de aislado de proteina se suero de leche a temperatura de entre
aproximadamente 65 grados Celsius y aproximadamente 95 grados Celsius durante un tiempo de 5 a 40 minutos se
desnaturalizara parcial o completamente el aislado de proteina de suero de leche.

Se emplean dos o mas biopolimeros para formar capsulas para la encapsulacion de células bacterianas probiéticas
viables. Los polimeros de alginato y proteina, por ejemplo, alginato sédico y aislado de proteina de suero de leche,
se combinan satisfactoriamente para formar capsulas que contienen bacterias probidticas. El alginato es un
polisacarido anidnico que esta disponible cominmente como una sal de sodio o potasio (es decir, alginato sédico o
alginato potasico). Cuando el alginato se expone a cationes divalentes tales como el Ca?*, el alginato se somete a
gelificacion para formar una capsula de gel (o una perla). Ademas, el procedimiento de desnaturalizacion de la
proteina expone grupos reactivos y la proteina desnaturalizada también se somete a gelificacién al exponerse a
cationes divalentes. En consecuencia, una mezcla de dos o mas biopolimeros, por ejemplo, alginato y proteina
desnaturalizada, que se exponen a cationes divalentes, pueden formar una pluralidad de capsulas que comprenden
una mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada. Las bacterias probidticas presentes en la mezcla de
los biopolimeros se encuentran atrapadas dentro de la mezcla gelificada. Se puede emplear cualquier cation
divalente conocido por los expertos en la técnica, en particular los cationes divalentes aprobados para su inclusion
en comestibles, tales como Ca?*, Mg?*, o Fe?*, por ejemplo.

Como el alginato y la proteina desnaturalizada se someten a gelacion, hay algo de entrelazado del alginato y la
proteina; sin embargo, la proteina desnaturalizada no reacciona quimicamente de manear significativa con el
alginato para formar enlaces covalentes con el polimero de alginato. Como se utiliza en el presente documento, “no
reacciona quimicamente de manera sustancial” se define como que no reacciona en un 90 % a un 100 %. A valores
de pH bajo, sin embargo, el alginato y la proteina desnaturalizada en solucién puede formar complejos de alginato y
proteina a lo largo del tiempo.

Es posible incorporar materiales adicionales en la capsula proporcionando una solucién o dispersion del alginato,
proteina, y el uno o mas de otros materiales, antes de la exposicion a los cationes divalentes. Con la gelificacion, el
uno o mas de otros materiales se fijan (es decir, se atrapan) dentro de la capsula como una carga interior, como
parte de la estructura gelificada o combinaciones de los mismos. De acuerdo con aspectos de la invencién, uno o
mas tipos de células bacterianas se incluyen en una solucidon acuosa con el alginato y la proteina desnaturalizada
antes de la gelificacion.
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Sorprendentemente, las capsulas gelificadas que comprenden una mezcla de polisacaridos y proteinas proporcionan
una proteccién satisfactoria de bacterias probidticas viables al exponerse a las condiciones de procesamiento, tal
como por ejemplo temperatura y presion elevadas, y exposicion a condiciones acidas, tales como fluido gastrico
simulado, e incluso la liberacién de las bacterias probidticas con la exposicién a condiciones basicas, tal como el
fluido intestinal simulado. Se ha descubierto que las capsulas que comprenden una relacién de peso de proteina
respecto a polisacarido de 1:1 a 4:1 proporcionan dicha proteccién para las bacterias probidticas. Por el contrario, a
dichas combinaciones, las capsulas que comprendian o un 100 % de proteina o un 100 % de polisacarido no eran
capaces de proteger las bacterias probioticas de las condiciones de temperatura elevada o acida. De acuerdo con
aspectos de la invencion, la relacién de peso de proteina (por ejemplo, aislado de proteina de suero de leche
desnaturalizada) respecto a polisacaridos (por ejemplo, alginato sédico) es desde 1:1a4:1,01:1a9:1,01:1 a 8:1,
o11a7:1,011a6:1,01:1a51,02:1a3:1,051,04.5:1,04:1,03.5:1,03:1,02.5:1,02:1,01.5:1, 0 1:1.

En ciertas realizaciones de la invenciéon se proporciona un procedimiento de preparacién de bacterias probiéticas
encapsuladas. Que comprende la mezcla de una solucién acuosa de alginato sédico con una solucidon acuosa de
proteina desnaturalizada y una suspension de células probidticas activas en agua con un 0,1 % de peptona, para
formar una primera mezcla. Como se utiliza en el presente documento, el término “peptona” se refiere a uno o mas
derivados proteicos hidrosolubles, que se obtienen mediante la hidrdlisis parcial de una proteina mediante un acido o
una enzima. La peptona se emplea normalmente en medios de cultivos en bacteriologia y es conocida por los
expertos en la técnica. Como se utiliza en el presente documento, la expresion “agua con un 0,1 % de peptona” se
refiere a una solucidon acuosa que comprende un 0,1 % por peso de peptona. Opcionalmente, la primera mezcla se
incuba en un bafio de agua a una temperatura entre 36 y 46 grados Celsius durante al menos 5 minutos, por
ejemplo, desde 5 a 20 minutos. En variaciones alternativas de las realizaciones, un procedimiento de preparacién de
bacterias probiéticas encapsuladas comprende la provisién de una primera solucién acuosa que comprende alginato
sodico (u otro biopolimero), proteina desnaturalizada, y células probidticas activas. El procedimiento comprende la
combinacién de la primera mezcla (o la primera solucién acuosa) con una solucidon acuosa que comprende uno o
mas cationes divalentes para iniciar la gelificacion en frio del alginato sodico y la proteina desnaturalizada para
formar una segunda mezcla, y el paso de la segunda mezcla a través de una abertura, por ejemplo una abertura que
tenga un diametro de menos de 1000 ym, para formar capsulas que tengan un tamario de particula medio de entre 1
pm y 1000 uym de diametro. El cation divalente comprende cualquier cation divalente, por ejemplo, cloruro calcico,
que puede estar presente a cualquier concentracion adecuada de cloruro calcico, tal como aproximadamente un 4 %
de peso por volumen de cloruro calcico.

Las capsulas resultantes comprenden una mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada, y comprenden
bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada. De acuerdo con aspectos de la invencion, el
procedimiento comprende adicionalmente el endurecimiento de las capsulas en una solucién de cloruro calcico
durante al menos quince minutos, seguido por el lavado de las capsulas endurecidas con agua. En realizaciones
alternativas, las capsulas no se someten a endurecimiento, sino que se lavan con agua a continuacion de la
fabricacion.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, las capsulas que comprenden bacterias probioticas se pueden
preparar empleando una Unica reaccion acuosa de gelificacion de los biopolimeros, por la cual la mezcla de alginato
y proteina se gelifican al ponerse en contacto con cationes divalentes. Esto es al contrario que las técnicas de
encapsulacién mas complicadas en las que se preparan emulsiones (por ejemplo, emulsiones de aceite en agua o
agua en aceite), la superficie externa de las capsulas se somete a una reacciéon quimica, se aplican uno o mas
revestimientos protectores o cubiertas en la superficie externa de las capsulas, o combinaciones de los mismos. Las
capsulas de la presente invencidon proporcionan una proteccién de las condiciones ambientales como se ha
expuesto anteriormente, sin la necesidad de modificar la superficie externa por una reaccién quimica o la adicion de
revestimientos o cubiertas en las capsulas.

La extrusién se emplea opcionalmente durante la formacién de las capsulas, en la cual la abertura por la que pasa la
segunda mezcla comprende una boquilla. Durante los procedimientos de extrusion, la mezcla se fuerza a través de
una boquilla de extrusion utilizando presion durante el proceso de gelificacion. Un aparato ejemplar de extrusionado
se expone en los ejemplos posteriormente, y esta en la experiencia de la técnica seleccionar un aparato de
extrusionado adecuado. De acuerdo con aspectos ejemplares, las capsulas producidas por el procedimiento
comprenden un tamafio medio de particula de entre 1 pm y 500 pm de diametro, o entre 1 um y 300 um de diametro,
tal como 250 ym de diametro. Normalmente, las capsulas que tienen un diametro de 500 ym o menos se fabrican
utilizando el extrusionado de la segunda mezcla.

Ademas, se contempla que las bacterias probidticas encapsuladas de acuerdo con los aspectos de la presente
invencion no afectaran las propiedades fisicas del producto comestible. Por ejemplo, se contempla que las capsulas
no afectaran a la textura aceptable o las interacciones fisicas o quimicas en la boca, ni afectaran al sabor del
producto acabado. De acuerdo con aspectos de la invencion el tamafio medio de las particulas de las capsulas
deberia ser lo suficientemente pequefo para no aumentar la viscosidad del producto comestible o para proporcionar
un cambio perceptible del sabor del producto comestible.

En ciertas realizaciones, la proteina desnaturalizada comprende aislado de proteina de suero de leche
desnaturalizado. Las capsulas comprenden una relacién de peso de proteina desnaturalizada respecto a alginato en
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un intervalo de 1:1 a 9:1, o en un intervalo de desde 1:1 a 4:1, o en un intervalo de desde 2:1 a 3.1. De acuerdo con
aspectos de la invencion, las capsulas comprenden al menos 1 x 10° UFC/gramo de capsulas de bacterias
probidticas en el momento de la fabricacién, tal como al menos 1 x 10'° UFC/gramo de capsulas de bacterias
probiéticas en el momento de la fabricacion.

En realizaciones de la invencién, las capsulas que comprenden bacterias probibticas activas se afiaden a un
producto comestible y el producto comestible se envasa, para su eventual consumo por un individuo. La cantidad de
capsulas incorporadas al producto comestible varia dependiendo de la carga de probidticos viables en las capsulas.
En aspectos de la invencion, el producto comestible comprende entre 0,05 gramos y 10,0 gramos de capsulas por
unidad de medida de producto (por ejemplo, onza de fluido o gramo de producto), o entre 0,1 gramos y 8 gramos de
capsulas por unidad de medida de producto, o entre 0,1 gramos y 5 gramos de capsulas por unidad de medida de
producto, o entre 0,1 gramos y 3 gramos de capsulas por unidad de producto, o entre 0,1 y 1 gramo de capsulas por
unidad de producto. Como se ha expuesto anteriormente, una cantidad tipica de bacterinas probidticas viables en un
producto comestible comprende al menos 1 x 10" UFC por racion de producto. Estara en el nivel de un experto en
la técnica después de beneficiarse de la presente divulgacion, determinar una cantidad apropiada de capsulas para
incluir en un producto especifico para proporcionar al menos 1 x 10° UFC por racion de producto.

Se afade una cantidad particular de capsulas, por ejemplo, a un producto de bebida (por ejemplo, una bebida lista
para beber, una bebida en polvo, una bebida concentrada, etc.) un pudin, un aperitivo, u otro comestible adecuado
conocido en la técnica. De acuerdo con un aspecto, un producto de bebida comprende al menos un liquido acuoso y
capsulas que comprenden alginato gelificado y que tienen un aislado de proteina de suero de leche desnaturalizado
y bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada. Las capsulas
comprenden un tamafio medio de particula de menos de 500 micrometros de diametro. El liquido acuoso comprende
cualquier liquido adecuado para productos bebibles conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, y sin
limitaciéon, agua, agua carbonatada, zumo de frutas, zumo de verduras, bebidas hidratantes, batidos, tés, cafés,
productos lacteos tales como leche, y combinaciones de los mismos. Por ejemplo, el producto de bebida comprende
opcionalmente una bebida de zumo.

La expresion “vida de almacenamiento” como se utiliza en el presente documento se refiere a la cantidad de tiempo
después de que se haya envasado un producto comestible en la que cumple los criterios aplicables para la venta y
consumo, incluyendo los que tiene al menos un requisito de concentraciéon minima de los probidticos. En ciertas
realizaciones ejemplares y no limitantes, la vida de almacenamiento es la duracion de tiempo que un producto
cumple dichos criterios y es de otra manera adecuado para el consumo, cuando se envasa en recipientes de PET
sellados herméticamente de 355 ml (12 onzas de fluido) y se almacenan en la oscuridad o de otra manera en
condiciones protegidas de la radiacion UV a una temperatura de aproximadamente 1,66 °C (35 °F), incluyendo la
continuacion de tener probioticos viables a un nivel de al menos 1,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido) del
producto comestible. Se deberia entender que los productos comestibles y formulaciones desvelados en el presente
documento se pueden almacenar y envasar en cualquier recipiente adecuado, incluyendo, por ejemplo, recipientes
de cualquier tamafio deseado fabricados con cualquier material adecuado. La definicion anterior de vida de
almacenamiento se da en el presente documento por referencia y explicacion convenientes de la mejora de la vida
de almacenamiento proporcionada por algunas o todas las realizaciones de los productos y formulaciones
desvelados en el presente documento. Los expertos en la técnica entenderan por la presente divulgacion, que se
alcanzara una vida de almacenamiento correspondiente o mejorada comparable en algunas o todas las
realizaciones también en otras condiciones de almacenamiento o vida de almacenamiento, por ejemplo, a otras
temperaturas, en recipientes de otros materiales y tamafios adecuados, etc. mientras sigan consiguiendo resultados
similares.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, los productos comestibles o formulaciones desveladas en el
presente documento presentan la caracteristica que después de 45 dias de almacenamiento en oscuridad o de otra
manera en condiciones protegidas de la radiacion UV a temperaturas de refrigeracion (por ejemplo, 1,66 °C (35 °F))
después de la preparacion de la bebida, el nimero de bacterias contenidas en la bebida tiene un valor en algun
lugar desde aproximadamente 1,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido) a aproximadamente 5,0 x 10'% UFC/355 ml
(12 onzas de fluido) de bebida.

Se deberia entender que el término “aproximadamente” se utiliza en el presente documento y en aplicaciones
similares de la presente divulgacion y las reivindicaciones adjuntas para tener en cuenta la inexactitud habitual y
variabilidad en la medicién y similares.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, los productos bebibles o formulaciones desveladas en el
presente documento presentan la caracteristica de que después de 45 dias de almacenamiento en oscuridad o de
otra manera en condiciones protegidas de la radiacion UV a temperaturas de refrigeracion (por ejemplo, 1,66 °C (35
°F)) después de la preparacion del producto, el niumero de bacterias contenido en un producto de bebida es, por
ejemplo, desde aproximadamente 1,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido) a aproximadamente 5,0 x 10'° UFC/355
ml (12 onzas de fluido) de producto de bebida, y en algunas realizaciones desde aproximadamente 2,0 x 10°
UFC/355 ml (12 onzas de fluido) a aproximadamente 5,0 x 10'® UFC/355 ml (12 onzas de fluido) de producto de
bebida, y en algunas realizaciones desde aproximadamente 3,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido) a
aproximadamente 5,0 x 10" UFC/355 ml (12 onzas de fluido) de producto de bebida y en algunas realizaciones
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desde aproximadamente 4,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido) a aproximadamente 5,0 x 10'© UFC/355 ml (12
onzas de fluido) de producto de bebida.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, se proporciona una formulacion de producto de bebida que
comprende al menos un zumo de frutas y capsulas que comprenden bacterias probidticas a una concentracion de al
menos 1,0 x 10° UFC/355 ml (12 onzas de fluido), por ejemplo, desde 1,0 x 10%a 1,0 x 10'> UFC/355 ml (12 onzas
de fluido), en el que la formulacién de producto de bebida tiene un pH como mucho de 4,5 y un nivel de acido entre
el 0,5 % y el 1,0 %. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, dichas formulaciones de producto de bebida
tienen al menos una concentracion de probioticos un 10 % mayor, por ejemplo, una concentracion de probidticos
que es al menos un 20 % mayor, al menos un 25 % mayor, al menos un 50 % mayor, al menos un 75 % mayor o
incluso al menos un 90 % mayor que la que tendria la misma formulacién que comprendiera células bacterianas
probidticas libres, cuando se ensayan después de 45 dias en recipientes de PET herméticamente sellados de 355 ml
almacenados en oscuridad o de otra manera en condiciones protegidas de la radiacion UV a 1,66 °C (35 °F). En
ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, dichas formulaciones de producto de bebida tienen al menos una
concentracion de probidticos un 10 % mayor, por ejemplo, una concentracion de probiéticos que es al menos un
20 % mayor, al menos un 25 % mayor, al menos un 50 % mayor, al menos un 75 % mayor o incluso al menos un
90 % mayor que la que tendria la misma formulacién que comprendiera células bacterianas probidticas libres,
cuando se ensayan después de 63 dias en recipientes de PET herméticamente sellados de 355 ml almacenados en
oscuridad o de otra manera en condiciones protegidas de la radiacion UV a 1,66 °C (35 °F). En ciertas realizaciones
ejemplares y no limitantes, dichas formulaciones de producto de bebida tienen al menos una concentracion de
probioticos un 10 % mayor, por ejemplo, una concentracion de probidticos que es al menos un 20 % mayor, al
menos un 25 % mayor, al menos un 50 % mayor, al menos un 75 % mayor o incluso al menos un 90 % mayor que la
que tendria la misma formulacién que comprendiera células bacterianas probidticas libres, cuando se ensayan
después de 70 dias en recipientes de PET herméticamente sellados de 355 ml almacenados en oscuridad o de otra
manera en condiciones protegidas de la radiacion UV a 1,66 °C (35 °F).

En al menos un procedimiento ejemplar para la preparacion del producto de bebida o formulacion desvelados en el
presente documento, el procedimiento comprende la mezcla de varios ingredientes para formar una primera mezcla,
en la que todos o algunos de los cuales opcionalmente se combinan con anterioridad en cualquier orden. Los
ingredientes incluyen al menos un liquido y capsulas que comprenden bacterias probidticas. En ciertas realizaciones
ejemplares, los productos bebibles incluyen adicionalmente uno o mas ingredientes bebibles adecuados para su uso
en dichos productos bebibles, incluyendo, por ejemplo, uno o mas de cualquiera de los ingredientes bebibles
adicionales desvelados posteriormente. La primera mezcla se calienta adicionalmente para pasteurizar la mezcla
antes de la adicion de las capsulas que comprenden las bacterias probidticas. Las capsulas se pueden introducir en
la primera mezcla después, por ejemplo, justo después, de la etapa de pasteurizacion o después, por ejemplo, justo
después del envasado de la bebida. El producto de bebida se puede envasar en botellas, cartones o vasos, por
ejemplo, en recipientes esterilizados de una o varias raciones. Normalmente, dichos recipientes tienen
aproximadamente de 118 ml (4 onzas de fluido) a 473 ml (16 onzas de fluido) de tamafio, por ejemplo, 177 (6 onzas
de fluido), 237 ml (8 onzas de fluido o 355 ml (12 onzas de fluido). Los recipientes se pueden sellar por
procedimientos adecuados conocidos en la técnica. Los recipientes sellados se pueden enviar o almacenar a
temperatura ambiente, u opcionalmente, en refrigeracion. Las temperaturas de refrigeracion tienen normalmente un
intervalo desde aproximadamente 0 °C a 10 °C (32 °F a 50 °F). A menudo, la temperatura de refrigeracion es de
aproximadamente 2 °C a 6 °C (35 °F a 43 °F).

Los zumos de fruta empleados en aspectos de la invencién pueden ser cualquiera o mas de varias formas que
incluyen, por ejemplo, liquidos, concentrados, extractos, purés, pulpas y similares. Un zumo de fruta adecuado para
la bebida incluye, por ejemplo, zumo de naranja. Las combinaciones de zumos de futra adecuadas para los
productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento incluyen, por ejemplo, una mezcla de
cualquiera o mas de entre uva, arandano, manzana, naranja, mango, pifia y coco. Las especies bacterianas que
presentan una supervivencia excelente en los productos bebibles que comprenden estas mezclas incluyen, por
ejemplo, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 0 mezclas de cualquiera de ellos.

La mezcla se deberia conseguir de tal forma que no se destruyan las capsulas. Los mezcladores se pueden
seleccionar para una aplicacion especifica basada, al menos en parte, en el tipo y cantidad de ingredientes
utilizados, cantidad de ingredientes utilizados, cantidad de producto que se va a producir y el caudal. En general, se
puede utilizar un mezclador disponible en el mercado tales como los disponibles en Invensys APV of Getzville, NY o
Silverson Machines, Inc. of East Longmeadow, MA.

El producto de bebida o formulacion se puede homogeneizar y/o pasteurizar. Las bebidas se pueden adicionalmente
procesar o post procesar después de la adicién de las bacterias probidticas encapsuladas. El post procesamiento
puede incluir, por ejemplo, el enfriamiento de la solucién de producto, y la carga en un recipiente para el envasado y
distribucion. El post procesamiento puede incluir también la desaireacion del producto a < 4,0 ppm de oxigeno,
preferentemente < 2,0 ppm y mas preferentemente < 1,0 ppm de oxigeno. La desaireacion, sin embargo, y otras
tareas de post procesamiento se pueden llevar a cabo antes del procesamiento, antes de la pasteurizacion, antes de
la mezcla con las capsulas y/o al mismo tiempo que se afiaden las capsulas. Ademas, se puede mantener un
espacio superior con un gas inerte (por ejemplo, nitrdgeno) durante el procesamiento intermedio del producto y el
envasado final. Adicional o alternativamente, se podria utilizar una barrera de oxigeno y/o neutralizante de oxigeno
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en el envasado final.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, el producto de bebida o formulacién comprende zumos no de un
concentrado (NFC) y/o de concentrados. Los zumos adecuados para su uso en algunos o todos los productos
bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento incluyen, por ejemplo, zumos de fuentes de frutas o
verduras. Ciertos ejemplo ejemplares y no limitantes de dichos productos bebibles o formulaciones comprenden uno
0 mas zumos de citricos, por ejemplo, zumo de naranja no de concentrado (NFC). Otros tipos de zumos de frutas o
verduras incluyen pero no se limitan a zumos de citricos (por ejemplo, naranja, pomelo, limén, lima, mandarina,
tangelo), melocoton, manzana, kumquat, mango, pera, albaricoque, pifia, papaya, fura de la pasion, uva, fresa,
frambuesa, arandano, pasas de corinto, soja, arandano azul, mora, acai, lichi, kiwi, granada, sandia, aronia, tomate,
apio, cucurbitaceas, cebolla, berro, pepino, zanahoria, perejil, remolacha, ruibarbo, esparragos, nabo, colinabo, y
una combinacién de cualquiera de ellos. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o
formulacion comprende zumo de frutas (por ejemplo, zumo de naranja y/o zumos de otros citricos) en una cantidad
de desde aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 100 % por peso del producto de bebida, por ejemplo, de
aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 100 % por peso, aproximadamente un 10 % a aproximadamente
un 90 % por peso, aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 75 % por peso, aproximadamente un 15 % a
aproximadamente un 50 % por peso, o aproximadamente un 20 % a aproximadamente un 30 % por peso.

En ciertas realizaciones ejemplares, el producto de bebida o formulaciéon puede incluir un componente vegetal, que
incluye, pero no se limita a, uno o mas zumos de verduras, extractos, polvos, pieles, cascaras, molidos, raices,
pulpas, pulpas homogeneizadas, purés, o cualquier combinacion de los mismos. El componente vegetal puede
utilizarse en el producto de bebida o formulaciéon en cualquier cantidad o concentracion eficaces para conseguir el
nivel de sabor deseado. Cuando se incluye en la mezcla, la relacién de zumo de frutas respecto al zumo de verduras
puede variar, dependiendo de la manera en el que se mezclan los zumos de verduras y de fruta y/o el producto de
bebida que se va a producir. La relacion de zumo de fruta respecto al de verduras variara para ajustarse a una
aplicacién particular y puede incluir, por ejemplo, desde 0:100 a 100:0, por ejemplo, 2:1, 3:1 o 3:2. En ciertas
realizaciones ejemplares, la mezcla de zumo de fruta y zumo de verduras comprende aproximadamente un 80 % -
60 % de zumo de fruta y aproximadamente un 20 % - 40 % de zumo de verduras. En ciertas realizaciones
ejemplare, la relacion de zumo de fruta respecto al de verduras es aproximadamente de 80:20; sin embargo, se
contemplan otras relaciones y estan dentro del ambito de la divulgacion.

Los productos bebibles ejemplares incluyen, pero no se limitan a, cualquier ingrediente o cualquiera combinacién de
ingredientes, o cualquiera sustancia o cualquier combinacién de sustancias, que se puedan utilizar o preparar para
su uso como una bebida por un mamifero, e incluye, pero no se limita a, formulaciones liquidas listas para beber,
concentrados de bebidas, jarabes, polvos y similares. Los productos bebibles ejemplares incluyen, pero no se limitan
a bebidas carbonatadas y no carbonatadas, bebidas de grifo, bebidas congeladas listas para beber, bebidas
congeladas carbonatadas, concentrados de bebidas, concentrados en polvo, bebidas de café, bebidas de té,
bebidas de lacteos, aguas aromatizadas, aguas mejoradas, zumos de frutas, batidos, bebidas con sabor a zumo de
fruta, bebidas con sabor a fruta, bebidas deportivas, bebidas de soja, bebidas hidratantes, bebidas energéticas,
bebidas de agua fortificada/mejorada, bebidas de verduras, bebidas basadas en granos, bebidas de malta, bebidas
fermentadas, bebidas de yogur, bebidas de kéfir, bebidas alcohdlicas, y mezclas de cualquiera de ellas. Los
productos bebibles incluyen adicionalmente, por ejemplo, bebidas con todas las calorias y bebidas con calorias
reducidas (por ejemplo, ligeras, de dieta, cero calorias). Los productos bebibles incluyen, botellas, latas y productos
en cartén y aplicaciones de jarabe de grifo.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos bebibles y formulaciones desvelados en el
presente documento se utilizan como envases botellas de PET (tereftalato de polietileno) capaces de contener 355
ml (12 onzas de fluido) para la bebida. Los procedimientos de conservacion adecuados para al menos ciertas
realizaciones ejemplares de los productos bebibles desvelados en el presente documento incluyen, por ejemplo,
envasado aséptico y/o tratamiento por calor o etapas de procesamiento térmico, por ejemplo, pasteurizacion en
tunel, llenado en caliente, llenado en frio, refrigeracion, etc. Dichas etapas se pueden utilizar para reducir el
crecimiento de levaduras mohos y microbiano en los productos bebibles. Por ejemplo, la Patente de EE. UU. N.°
4.830.862 de Braun y col. Desvelan el uso de la pasteurizacion en la produccion de bebidas de zumos de fruta, asi
como el uso de conservantes adecuados en las bebidas carbonatadas. En general, el tratamiento con calor incluyen
los procedimientos de carga en caliente utilizando lateas temperaturas durante un tiempo corto, por ejemplo ,
aproximadamente 87 °C (190 °F) durante 10 segundos o aproximadamente 92 °C durante 4 segundos, los
procedimientos de pasteurizacion en tunel utilizan normalmente temperaturas mas bajas durante un tiempo mas
largo, por ejemplo, aproximadamente 71,1 °C (160 °F) durante 10-15 minutos, y procedimientos de retorta que
utilizan normalmente, por ejemplo, aproximadamente 121 °C (250 °F) durante 3-5 minutos a presion elevada, es
decir, a una presion por encima de 2 atmoésfera. Muchos productos de carga en frio se deben refrigerar también para
asegurar una vida de almacenamiento adecuada. Las temperaturas de carga en frio son las que se encuentran por
debajo del intervalo de carga en caliente, necesitando algunas técnicas temperaturas justo por encima de la
temperatura ambiente, algunas a 7,2 °C (45 °F), y algunas a 65,5-71 °C (150-160 °F). La carga en frio se ha utilizado
tradicionalmente para la leche y otros articulos lacteos distintos, aguas minerales y vinos, cervezas y zumos. Los
fabricantes de zumo normalmente combinan la carga en frio y combinaciones de pasteurizacién en combinacién con
distribucion y almacenamiento refrigerados. Los zumos de carga en frio que se venden en estado refrigerado
normalmente se envasan en botellas de plastico o cartones con la parte superior inclinada.
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En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes desveladas en el presente documento, los productos bebibles
incluyen, por ejemplo, formulaciones liquidas listas para beber, concentrados de bebidas y similares. En al menos
ciertas realizaciones ejemplares de los productos de bebida contemplados se preparan con un volumen inicial de
zumo o concentrado de zumo al que se afiaden ingredientes adicionales. Los productos bebibles de energia
completa pueden formarse a partir de concentrado de bebida afiadiendo volimenes adicionales de agua y/u otros
disolventes al concentrado. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos bebibles y las
formulaciones desveladas en el presente documento, el disolvente puede incluir, por ejemplo, agua, etanol, glicerina,
propilenglicol, alcohol bencilico, isopropanol, triacetina, o mezclas de cualquiera de ellos. En ciertas oftras
realizaciones, un producto de bebida de energia completa se prepara directamente sin la formacion de un
concentrado y la posterior dilucion.

Las expresiones “concentrado de bebida” y “jarabe” se utilizan de manera intercambiable a lo largo de la presente
divulgacion. Al menos ciertas realizaciones ejemplares de los productos bebibles contemplados se preparan con un
volumen inicial de agua a la que se afaden ingredientes de bebida adicional. Los productos bebibles de energia
completa se pueden formar a partir de concentrado de bebida afiadiendo volumenes adicionales de agua al
concentrado (también conocido como dilucién). Normalmente, por ejemplo, los productos de energia completa se
pueden preparar a partir de concentrados combinando aproximadamente 1 parte de concentrado con entre
aproximadamente 3 a aproximadamente 7 partes de agua. En ciertas realizaciones ejemplares el producto de bebida
de energia completa se prepara combinando una parte de concentrado con 5 partes de agua. En ciertas otras
realizaciones, una bebida de energia completa se prepara directamente sin la formaciéon de un concentrado vy la
posterior dilucién.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, el producto de bebida comprende zumo con agua afadida. Se
puede utilizar agua purificada en la fabricacion de ciertas realizaciones ejemplares de los productos bebibles o
formulaciones desveladas en el presente documento, y se puede emplear agua de una calidad de bebida
convencional con el fin de no afectar adversamente el sabor, olor o apariencia del producto de bebida o formulacién.
El agua sera normalmente clara, incolora, libre de minerales, sabores u olores inaceptables, libre de materia
organica, baja en alcalinidad y de calidad microbioldgica aceptable basandose en las referencias de la industria y el
gobierno aplicables en el momento de la produccion del producto de bebida o formulacion. En ciertas realizaciones
ejemplares y no limitantes, el agua se afiade a un nivel de desde aproximadamente un 0 % a un 90 % por peso del
producto de bebida, por ejemplo, de aproximadamente 15 % a aproximadamente un 80 % por peso, de
aproximadamente 40 % a aproximadamente un 70 % por peso, o de aproximadamente 50 % a aproximadamente un
60 % por peso. En ciertas realizaciones ejemplares el agua que se utiliza en las bebidas y concentrados desvelados
en el presente documento es “agua tratada”, que se refiere a agua que se ha tratado para retirar sustancialmente
todo el contenido mineral del agua antes de la suplementacion adicional con cualquiera de los componentes
descritos en el presente documento como se desvela en la Patente de EE. UU. N.° 7.052.725. Los procedimientos
para la produccion de agua tratada se conocen por los expertos en la técnica e incluyen desionizacion, destilacion,
filtracion y o6smosis inversa (“R-O”) entre otros. Las expresiones “agua tratada”, “agua purificada”, “agua
desmineralizada”, “agua destilada”, y “agua R-O” se entiende que son sinénimos en general en el presente tratad, en
referencia al agua de la que se ha retirado sustancialmente todo contenido mineral, que contiene normalmente no
mas de aproximadamente 500 ppm de solidos totales disueltos, por ejemplo, no mas de aproximadamente 250 ppm.

Se pueden incluir distintos edulcorantes en las formulaciones de los productos bebibles o formulaciones desvelados
en el presente documento. Los edulcorantes son consumibles comestibles adecuados para el consumo y para su
uso en productos bebibles. Por “consumibles comestibles” se quiere decir un alimento o bebida o un ingrediente de
un alimento o bebida para el consumo humano o animal. Los edulcorantes o agentes edulcorantes adecuados
utilizados en ciertas realizaciones ejemplares desveladas en el presente documento incluyen ingredientes o aditivos
de bebidas naturales y no nutritivos (o mezclas de cualquiera de ellos) que proporcionan dulzor a la bebida, es decir,
que se perciben como dulces por el sentido del gusto. La percepcion de agentes saborizantes y agentes
edulcorantes puede depender hasta cierto punto de la interrelacion de los elementos. El sabor y el dulzor pueden
percibirse también por separado, es decir, la percepcién del sabor puede depender uno del otro y ser independientes
uno del otro. Por ejemplo, cuando se utiliza una gran cantidad de agente saborizante, puede ser faciimente
perceptible una pequefa cantidad de agente edulcorante y viceversa. Por lo tanto, la interaccion oral y olfatoria entre
un agente saborizante y un agente edulcorante puede implicar la interrelacién de elementos.

Los edulcorantes adecuados para su uso en distintas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos
bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento incluyen los edulcorantes naturales. Los
edulcorantes adecuados y combinaciones de edulcorantes se seleccionan por las caracteristicas nutricionales
deseadas, perfil de sabor, sensacion en boca del producto de bebida o formulacién y otros factores organolépticos.
Los edulcorantes naturales adecuados para al menos ciertas realizaciones ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
eritritol, tagatosa, sorbitol, manitol, xilitol, maltosa, ramnosa, trealosa, glicirricino, amlitol, lactosa, Lo Han Guo
(“LHG”), un rebaudiosido, un glicésido de esteviol, extracto de Stevia rebaudiana, xilosa, arabinosa, isomalta, lactitol,
maltitol y ribosa, edulcorantes proteicos (por ejemplo, taumatina, monelina, brazzeina, monatina, etc.), y similares o
combinaciones de los mismos. Los edulcorantes naturales no nutritivos adecuados para algunas o todas las
realizaciones de productos bebibles o formulaciones desvelados en el presente documento incluyen, pero no se
limitan a, un rebaudidsido (por ejemplo, un concentrado en zumo de rebaudiosido o rebaudidésido en polvo que tiene
un contenido de rebaudiésido de desde aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 99 %, por ejemplo,
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desde aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 1,0 %), otros glicosidos de esteviol (por ejemplo, un
concentrado de zumo de glicosido de esteviol o polvo de glicdsido de esteviol que tiene una contenido en
esteviosido de desde aproximadamente un 0,005% a aproximadamente un 99 %, por ejemplo, desde
aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 1,0 %),extracto de Stevia rebaudiana, Lo Han Guo (por
ejemplo, zumo concentrado de LHG o LHG en polvo que tiene un contenido en mogrosido V de desde
aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 99 %), monatina, glicirricina, taumatina, monelina, brazzeina,
y similares o mezclas de dos cualquiera o mas de ellos. También, en ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes
de los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento, se utilizan combinaciones de uno o
mas edulcorantes naturales para proporcionar dulzor y otros aspectos del perfil de sabor deseados y caracteristicas
nutritivas. Se deberia reconocer también que ciertos dichos edulcorantes actuaran adicionalmente o en vez de,
como saborizantes, agentes enmascaradores o similares en distintas realizaciones de los productos bebibles y
formulaciones desvelado en el presente documento, por ejemplo, cuando se utilizan en cantidades por debajo de su
(o sus) umbrales de percepcion del dulzor en el producto de bebida o formulacion en cuestion.

Ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos bebibles y formulaciones desvelados en el
presente documento incluyen edulcorantes naturales no nutritivos, que incluyen, pero no se limitan a rebaudidsido A,
rebaudiosido B, rebaudiésido C, rebaudiosido D, rebaudiosido E, esteviolbiosido, estevidsido, dulcésido A, otros
glicosidos de esteviol, extracto de Stevia rebaudiana, Lo Han Guo (por ejemplo concentrado de zumo de LHG, LHG
en polvo, o mogrésido V), taumatina, monelina, brazzeina, monatina, y similares o mezcla de dos cualquier o mas de
ellos. Si se utiliza LHG, puede tener, por ejemplo, un contenido en mogrosido V de desde aproximadamente un
0,005 % a aproximadamente un 99 %. Opcionalmente el edulcorante o componente edulcorante puede incluir
eritritol, tagatosa, o una mezcla de los dos. Los edulcorantes no nutritivos de alta potencia se utilizan normalmente
en nivel de miligramos por onza de fluido de producto de bebida dependiendo de distintos factores, por ejemplo, su
poder edulcorante, cualquier norma reguladora aplicable del pais donde se va a comercializar el producto de bebida,
el nivel deseado de dulzor del producto de bebida, etc. Estara en el nivel de los expertos en la técnica, dado el
beneficio de la presente divulgacion, seleccionar edulcorantes adicionales o alternativos adecuados para su uso en
distintas realizaciones de los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento.

Como se ha mencionado anteriormente, al menos ciertas realizaciones ejemplares de los productos bebibles y
formulaciones desvelados en el presente documento pueden emplear un glicésido de esteviol, un rebaudiosido,
extracto de Stevia rebaudiana o compuesto relacionados endulzar. La estevia (por ejemplo, Stevia baudiana Bertoni)
es una planta de sabor suave con hojas que contienen una mezcla compleja de glicdsidos diterpenos naturalmente
dulces. Estos edulcorantes se pueden obtener, por ejemplo, mediante extraccién u otros procedimientos distintos
conocidos en la técnica. Normalmente, estos compuestos edulcorantes se encuentran para incluir, por ejemplo,
esteviosido, esteviolbidsido, los rebaudidsidos (incluyendo, por ejemplo, rebaudiosido A, rebaudiésido B,
rebaudidsido C, rebaudioésido D, rebaudiosido E), y dulcésido A. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes
se incluye un edulcorante derivado de Stevia en el producto de bebida en una cantidad de entre aproximadamente
0,005 % - 1,00 % por peso, por ejemplo, entre aproximadamente un 0,05 %-1,0 %, o entre aproximadamente un
0,5 % -1.0 %.

El edulcorante Lo Han Guo, que tiene diferentes ortografias y pronunciaciones se abrevia en el presente documento
en algunos casos como LHG, se puede obtener del fruto de una planta de la familia Cucurbitaceae, tribu Jolllifieae,
subtribu Thladianthinae, género Siraitia. EIl LHG a menudo se obtiene del género/especie S. grosvenorii, S.
siamensis, S. silomaradjae, S. sikkimensis, S. africana, S. borneensis, y S. taiwaniana. El fruto adecuado incluye el
del género/especie S. grosvenorii que a menudo se le llama fruto Luo Han Guo. El LHG contiene glucdsidos
triterpenos o mograésidos, cuyos constituyentes se pueden utilizar como edulcorantes LHG. El Lo Han Guo es un
potente edulcorante que se puede proporcionar como un edulcorante nutritivo natural o no nutritivo. Por ejemplo, el
zumo concentrado de Lo Han Guo puede ser un edulcorante nutritivo, y el polvo de Lo Han Guo puede ser un
edulcorante no nutritivo. En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, se puede utilizar el Lo Han Guo como
un zumo o concentrado de zumo o en polvo, etc. El zumo de LHG puede incluir al menos aproximadamente un
0,1 % (por ejemplo, desde un 0,1 % a aproximadamente un 15 %), mogrésidos (por ejemplo, el mogrésido V,
mogroésido 1V, 11-oxo-mogrésido V), siamendsido y mezclas de cualquiera de ellos. En ciertas realizaciones
ejemplares, se puede utilizar el Mogroésido V derivado de LHG como un edulcorante natural no nutritivo. EI LHG se
puede producir, por ejemplo, como se expone en la Patente de EE. UU. N.° 5.411.755. También se pueden utilizar
edulcorantes de otras frutas, verduras o plantas como edulcorantes naturales o procesados o potenciadores del
dulzor en ciertas realizaciones ejemplares de los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento.

Como se utiliza en el presente documento, un “edulcorante no nutritivo” es el que no proporciona un contenido
caldrico significativo en cantidades de utilizacion tipicas, es decir, es el que imparte menos de 5 calorias por racion
de 236 ml (8 onzas de fluido) del producto de bebida para conseguir un dulzor equivalente a 10 Brix de azucar.
Normalmente, se utilizan las tablas de Briz en la industria de bebidas para determinar el contenido en azucares de
una composicion en particular, el nivel de Brix puede medirse utilizando cualquier tecnologia adecuada, tal como
refractdbmetros, hidrémetros, y similares. La medicion de Brix define la relacion de azlcar respecto a agua y no tiene
en cuenta la gravedad especifica de la composicion. Como se utiliza en el presente documento un “producto de
bebida reducido en calorias” significa un producto de bebida que tiene al menos un 25 % de reduccion de calorias
por racion de 236 ml (8 onzas de fluido) del producto de bebida en comparacién con la version de calorias
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completas, normalmente una version de calorias completas comercializada anteriormente. Como se utiliza en el
presente documento, un “producto de bebida ligero” significa un producto de bebida que tiene al menos 1/3 menos
calorias por racion de 236 ml (8 onzas de fluido) del producto de bebida en comparacion con la versién completa en
calorias, normalmente una versién completa en calorias comercializada previamente. Como se utiliza en el presente
documento un “producto de bebida bajo en calorias” tiene menos de 40 calorias por racion de 236 ml (8 onzas de
fluido) de producto de bebida. En ciertas realizaciones ejemplares, el producto de bebida y formulaciéon desvelado en
el presente documento es un producto de bebida de zumo de naranja ligero que tiene aproximadamente 50 calorias
por racion de 236 ml (8 onzas de fluido).

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, se pueden afiadir ingredientes adicionales a los productos
bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento. También se puede hacer referencia a estos
ingredientes adicionales como ingredientes alimentarios o de bebidas e incluyen, pero no se limitan a, acidulantes,
colorantes, saborizantes, minerales, vitaminas, zumos de frutas, sabores a fruta, u otros productos de fruta, otros
modificadores del sabor (ro ejemplo, saborizantes, enmascaradores del sabor, y similares), potenciadores del sabor,
agentes tampoén (por ejemplo sales de sodio y potasio de los acidos citrico, tartarico, lactico y similares)
,conservantes (por ejemplo, benzoatos, sorbatos y similares) sales, espesantes, y agentes antiespumantes,
cualquiera de los cuales se puede afadir normalmente solos o en combinacién a distintos productos bebibles o
formulaciones para variar el sabor, la sensacién en boca, las caracteristicas nutricionales, etc. La carbonatacion en
forma de diéxido de carbono se puede afadir para la efervescencia. Opcionalmente se puede afiadir cafeina. Los
ingredientes adecuados adicionales o alternativos seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el beneficio
de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden un acidulante como ingrediente de bebida adicional. Los acidulantes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, acidos organicos, benzoato sdédico, bisulfatos metalicos, y similares o combinaciones de los
mismos. Los acidos organicos utilizados en ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes de los productos
bebibles pueden servir para una o mas funciones adicionales, por ejemplo, prestando acidez al sabor del producto
de bebida o formulacién, aumentando la palatabilidad, aumentado el efecto de apagar la sed, actuando como un
conservante suave, etc. Los acidos organicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, acido citrico, acido malico,
acido ascorbico, acido tartarico, acido lactico, acido adipico, acido fumarico, acido glucoénico, acido succinico, acido
maleico, y similares o combinaciones de los mismos. Otros acidos adecuados se conocen y seran evidentes para los
expertos en la técnica dado el beneficio de la presente divulgacion. El acido o acidos particulares que se escojan y la
cantidad utilizada dependera en parte de otros ingredientes. La vida de almacenamiento deseada del producto de
bebida o formulacién, asi como los efectos sobre el producto de bebida o formulacién del nivel de pH, acidez
titulable, sabor y similares. Estara en el nivel de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente
divulgacion, seleccionar un acido o combinacién de acidos adecuados y la cantidad de acidos necesaria para el
componente acidulante de cualquier realizaciéon particular de productos bebibles y formulaciones desvelados en el
presente documento. Por ejemplo, ciertas realizaciones del producto de bebida o formulacion pueden incluir uno o
mas acidos organicos en una cantidad de desde aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 1,0 % por peso
del producto de bebida, por ejemplo, aproximadamente un 0,2 % a aproximadamente un 0,7 % por peso, O
aproximadamente un 0,3 % a aproximadamente un 0,6 %, o aproximadamente un 0,7 % a aproximadamente un
0,8 % por peso.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden un colorante como ingrediente de bebida adicional. Como se utiliza en el presente
documento, se pretende que “colorante” signifique cualquier compuesto que da color, € incluye, pero no se limita a,
un pigmento natural, un pigmento sintético, un aditivo de color, y similares o mezclas de cualquiera de ellos. Se
pueden utilizar tanto colores naturales como artificiales. Se pueden utilizar uno o mas tintes FD&C (por ejemplo,
amarillo n® 5, azul n° 2, rojo n° 40, etc.) y/o lacas FD&C para colorear las soluciones, productos alimentarios o
bebidas, ola composiciones desveladas en el presente documento. Los colorantes en laca ejemplares incluyen, pero
no se limitan a las lacas aprobadas por la FDA (por ejemplo, una laca roja n° 40, amarilla n° 6, azul n° 1, y similares
o mezcla de las mismas). De manera adicional, se puede una mezcla de colorantes FD&C o un colorante en laca
FD&C en combinacién con otros colorantes alimentarios o alimento convencional. Ejemplos de otros agentes
colorantes adecuados incluyen, pero no se limitan a agentes naturales, zumos de futas y verduras y/o polvos, color
caramelo, riboflavina, carotenoides (por ejemplo, betacaroteno) tumérico, licopenos, y similares o combinaciones de
los mismos. La cantidad exacta de agentes colorantes utilizada variara dependiendo de los agentes utilizados y la
intensidad deseada en el producto acabado. En general, si se incluyen, el agente colorante deberia estar a un nivel
de desde aproximadamente un 0,0001 % a aproximadamente un 0,5 %, desde aproximadamente un 0,001 % a
aproximadamente un 0,1 %, o desde aproximadamente un 0,004 % a aproximadamente un 0,1 % por peso o
volumen del producto de bebida o formulacion. Los colorantes adicionales o alternativos y sus cantidades necesarias
respetivas seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, los productos bebibles y formulaciones desvelados en el
presente documento comprenden un saborizante como un ingrediente adicional de la bebida. Los saborizantes
incluyen, por ejemplo, sabores a fruta, sabores botanicos, sabores especiados, modificadores del sabor y similares.
Los saborizantes pueden estar en forma de un extracto, aceite esencial, oleorresina, concentrado de zumo, base de
embotelladora, u otras formas conocidas en la técnica. En ciertas realizaciones ejemplares, el especiado u otros
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sabores complementan el de un zumo o combinacion de zumos. Los saborizantes ejemplares adecuados para su
uso incluyen el sabor de cola, sabor a té, sabor citrico, sabor a bayas, sabor piante, y similares o combinaciones de
los mismos. En ciertas realizaciones ejemplares desveladas en el presente documento, el saborizante puede estar
presente en una concentracion de desde aproximadamente un 0 % a aproximadamente un 0,4 % por peso del
producto alimentario o bebida final (por ejemplo, desde aproximadamente un 0,050 % a aproximadamente un
0,20 %, desde aproximadamente un 0,80 % a aproximadamente un 0,150 %, desde aproximadamente un 0,09 % a
aproximadamente un 0,120 % por peso). Los saborizantes adicionales y alternativos adecuados y sus cantidades
necesarias respetivas seran reconocidas por los expertos en la técnica dado el beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden una cantidad deseada de uno o mas sabores de fruta como ingrediente adicional de la
bebida. Como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, la expresion “sabor a fruta” se
refiere a cualquier fracciéon de fruta, componente de fruta (por ejemplo, cascaras, pieles, mesocarpio, pericarpio,
pulpa, flores (por ejemplo, pétalos), hojas, tallos, semillas, y similares), a partir del sabor de la fruta denominada
(FTNF) (por ejemplo, una combinacién de esencia de fruta, aceite de fruta y/o sabor a fruta (por ejemplo, una
naranja del sabor a fruta denominado, etc.), extracto de fruta (por ejemplo, exprimido, absorbido, macerado,
destilado y similar), aceite de fruta (por ejemplo, aceite esencial, aceite esencial plegado, etc.), esencia de fruta, puré
de fruta, aroma de fruta, y similares o combinaciones de los mismos que se pueden afadir a un producto alimentario
o bebida para aumentar el sabor (por ejemplo, para proporcionar y/o aumentar una o mas notas de sabores). Los
sabores a fruta incluyen, pero no se limitan a, los sabores derivados de la naranja (por ejemplo, mandarina, vanel,
Valencia, etc.), mandarina, tangelo, mineola, kumquat, clementina, toronja, limén, limén rugoso, lima, lima lich,
pomelos, manzana, uva, pera, melocotéon, nectarina, albaricoque, ciruelas, ciruelas pasas, granadas, moras,
arandanos azules, frambuesas, fresas, cerezas, arandano rojo, pasas, grosella espinosa, mora de Boysen, arandano
de ciervo, mora, datil, pifia, banana, papaya, mango, lichi, fruta de la pasion, coco, guayaba, kiwi, sandia, meldn,
melén de miel, y similares o combinaciones de cualquiera de ellos (por ejemplo, macedonia de frutas). En ciertas
realizaciones ejemplares se utilizan uno o mas sabores de frutas citricas. El sabor citrico puede incluir uno o mas de
una fraccion de naranja, un componente de naranja, un extracto de naranja, un aceite esencial de naranja, un aceite
esencial de naranja doblado, un aroma de naranja, una esencia de naranja, y similares o combinaciones de los
mismos. El sabor citrico puede incluir también uno o mas de una fraccién, componente, extracto, aceite esencial,
aceite esencial doblado, aroma o esencia de toronja, limén, lima o mandarina entre otros. El sabor citrico puede
incluir también compuestos quimicos extraidos de fuentes naturales o producidos sintéticamente (por ejemplo,
limoneno, octanol y sus derivados, acetaldehido, a-pineno, B-pineno, mirceno, octanal, linalool, carono, decanal,
citral, sinensal y similares). En ciertas realizaciones ejemplares, el sabor a fruta esta presente nena cantidad de
desde aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 0,05% por peso, o en una cantidad de
aproximadamente un 0,01 % a aproximadamente un 0,5 % por peso. Los sabores a fruta adicionales y alternativos
adecuados y sus cantidades necesarias respectivas seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el
beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden un sabor botanico como ingrediente adicional de la bebida. Como se utiliza en el presente
documento y las reivindicaciones adjuntas, la expresion “sabor botanico” se refiere a sabores derivados de partes de
una planta distinta de una fruta. Como tal, los sabores botanicos pueden incluir los sabores derivados de aceites
esenciales y extractos de furos secos, corteza, raices y hojas. Ejemplos de dichos sabores incluyen, pero no se
limitan a, sabores de cola, sabores a té, sabores especiados, y similares o mezclas de cualquiera de ellos. Los
sabores botanicos adicionales o alternativos adecuados seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el
beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden un sabor especiado como ingrediente de la bebida adicional. Ejemplos no limitantes de
sabores especiados incluyen canela china, clavo, canela, pimienta, jengibre, vainilla, cardamomo, cilantro,
zarzaparrilla, sasafras, ginseng, y otros. En ciertas realizaciones ejemplares desveladas en el presente documento,
dichos sabores a especies y otros se complementan con los de un sabor a fruta. Los sabores especiados
alternativos y adicionales adecuados seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el beneficio de la
presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, los productos bebibles y formulaciones desvelados en el
presente documento comprenden un modificador del sabor como ingrediente adicional de la bebida. Los
modificadores del sabor pueden proporcionar su propio sabor caracteristico, o pueden tener un poco o ningun
impacto por si mismos. Los modificadores del sabor tienen cualquiera de una o mas de las propiedades de reducir,
enmascarar, o eliminar caracteristicas de sabor indeseables, o aumentando las caracteristicas de sabor deseables,
por ejemplo, controlando uno o mas de dulzor, acritud, amargor, salinidad, sensacién en boca, o efectos temporales
sobre el sabor. Ejemplos no limitantes de caracteristicas de sabor indeseables reducidas por los modificadores de
sabor incluyen uno o mas de regusto amargo, regusto metalico, astringencia, sensacion en boca aguada, aspereza,
aparicion tardia del dulzor, dulzor persistente, exceso de acritud y ofras notas. Ejemplos no limitantes de
caracteristicas de sabor deseables aumentadas por los modificadores del sabor incluyen uno o mas de intensidad o
impacto del dulzor, plenitud o cuerpo, y suavidad, entre otros. Ejemplos no limitantes de modificadores del sabor
incluyen, pero no se limitan a, acidos organicos (por ejemplo, acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido
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tartarico, acido lactico, acido adipico, acido fumarico, acido glucénico, acido succinico, acido maleico, entre otros),
propilenglicol, glicerol, etanol, productos disponibles en el mercado (por ejemplo, Symrise™ Natural Flavor,
Sweetness Enhancer Ttipo SWL 196650, Firmenich Natural Flavor (Modulasense™ Type) 560249 T, y Firmenich™
Natural Flavor (Modularome™ Tipo) 539612 T, etc.), y similares y combinaciones de los mismos. Estaran en la
capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente divulgacion, seleccionar modificadores del
sabor alternativos o adicionales adecuados para su uso en distintas realizaciones de los productos bebibles y
formulaciones desvelados en el presente documento.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento, se pueden utilizar uno o mas saborizantes en forma de emulsién. Una emulsiéon saborizante se puede
preparar mezclando algunos o todos los saborizantes, opcionalmente junto con otros ingredientes del producto de
bebida, y un agente emulsionante. El agente emulsionante se puede afiadir con o después de los agentes
saborizantes que se mezclaron juntos. En ciertas realizaciones ejemplares, el agente emulsionante es hidrosoluble.
Ejemplos ejemplares y no limitantes de agentes emulsionantes adecuados incluyen la goma arabiga, almidon
modificado, carboximetilcelulosa, goma de tragacanto, goma ghatti, otras gomas ejemplares, etc. Los agentes
emulsionantes adicionales adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica de las formulaciones bebibles,
dado el beneficio de la presentes divulgacion. El emulsionante en las realizaciones ejemplares comprende mas de
aproximadamente un 3 % por peso de la mezcla de agentes saborizante y emulsionante. En ciertas realizaciones
ejemplares el emulsionante es desde aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 30 % de la mezcla. Estara
en la capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente divulgacion, seleccionar cantidades
adecuadas de emulsionante para su uso en distintas emulsiones de los productos bebibles y las formulaciones
desveladas en el presente documento.

Agentes de peso, que también actian como agentes de turbidez, se utilizan normalmente para mantener las gotas
de la emulsién dispersas en la bebida. Ejemplos de dichos agentes de peso incluyen, pero no se limitan a, aceites
vegetales bromados, ésteres de rosina, ésteres de gomas, y similares o combinaciones de los mismos. Los agentes
de peso comunes disponibles en el mercado son adecuados para su uso en los productos de bebibles y
formulaciones desvelados en el presente documento. Ademas de los agentes de peso, se pueden utilizar
emulsionantes y estabilizadores de la emulsidon para estabilizar las gotas de emulsion de sabores. Ejemplos de
dichos emulsionantes y estabilizantes de la emulsion incluyen, pero no se limita a, gomas, pectinas, celulosas,
polisorbatos, ésteres de sorbitan, polietilenglicol, alginatos, y similares o combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes, el producto de bebida o formulacién desvelados en el presente
documento comprende didxido de carbono como ingrediente adicional. El didxido de carbono se utilizar para
proporcionar efervescencia a ciertas realizaciones ejemplares de los productos bebibles y formulaciones desveladas
en el presente documento. Se puede emplear cualquiera de las técnicas y equipamiento de carbonatado conocidas
en la técnica para bebidas carbonatadas. El diéxido de carbono puede aumentar el sabor de la bebida y la
apariencia y puede ayudar a salvaguardar la pureza de la bebida inhibiendo y destruyendo bacterias inaceptables.
En ciertas realizaciones, por ejemplo, el producto de bebida o la formulacién tiene un nivel de CO2 de hasta
aproximadamente 7,0 volumenes de dioxido de carbono. Las realizaciones tipicas pueden tener, por ejemplo, desde
aproximadamente 0,5 a 5,0 volumenes de dioxido de carbono. Como se utiliza en el presente documento y en las
reivindicaciones independientes, un volumen de diéxido de carbono se define como la cantidad de didxido de
carbono absorbido por cualquiera cantidad de agua determinada a 16 °C (60 °F) de temperatura y a la presion
atmosférica. Un volumen de gas ocupa el mismo especio que el agua por la que es absorbido. El contenido de
diéxido de carbono pueden seleccionarlo los expertos en la técnica basandose en el nivel de efervescencia deseado
y el impacto del diéxido de carbono sobre el sabor y la sensacién en boca del producto de bebida o formulacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebidas o formulacién desvelados en el presente
documento comprende cafeina como un ingrediente adicional de la bebida. La cantidad de cafeina afiadida se
determina por las propiedades deseadas del producto de bebida o formulacién, cualquier norma reguladora aplicable
en el pais donde el producto de bebida o formulacién se van a comercializar, etc. La cafeina debe ser de una pureza
aceptable para su uso en alimentos y bebidas. La cafeina puede ser natural (por ejemplo, de kola, nueces de cacao,
café y/o té) o de origen sintético. En ciertas realizaciones, la cantidad de cafeina puede ser desde aproximadamente
un 0,002 % a aproximadamente un 0,05 % por peso del producto de bebida o formulacién. En ciertas realizaciones,
la cantidad de cafeina es desde aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 0,02 % por peso del producto
de bebida. En ciertas realizaciones la cafeina se incluye a un nivel del 0,02 % o menos por peso del producto de
bebida. Para los concentrados o jarabes, el nivel de cafeina puede ser desde aproximadamente un 0,006 % a
aproximadamente un 0,15 %. Los niveles de cafeina pueden ser mayorees, por ejemplo, si se utilizan cafés
saborizados que no se han descafeinado ya que estos materiales contienen cafeina naturalmente. Estara en la
capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente divulgacion, seleccionar las cantidades
adecuadas de cafeina para su uso en distintas realizaciones de los productos bebibles y formulaciones desveladas
en el presente documento.

En ciertas realizaciones ejemplares, los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento
son naturales ya que no contienen nada artificial o sintético que no se esperaria normalmente que esté en un
alimento. En ciertas realizaciones ejemplares, los productos bebibles y formulaciones desveladas en el presentes
documento no contienen edulcorantes. En ciertas realizaciones ejemplares, los productos bebibles y formulaciones
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desvelados en el presente documento estan edulcorados naturalmente con un edulcorante natural no nutritivo.
Como se utiliza en el presente documento, un ingrediente “natural” de la bebida se define de acuerdo con las
siguientes directrices: Los materiales en bruto para un ingrediente natural existe o se origina en la naturaleza. La
sintesis biolégica que implica fermentaciéon y enzimas se puede emplear, pero la sintesis con reactivos quimicos no
se utiliza. Los colorantes artificiales, conservantes, y sabores no se consideran ingredientes naturales. Los
ingredientes se pueden procesar o purificar a través de ciertas técnicas especificadas, por ejemplo, procedimientos
fisicos, fermentacion, enzimdlisis, etc. Los procedimientos apropiados y las técnicas de purificacion incluyen, pero no
se limitan a, absorcion, adsorcion, aglomeracion, centrifugacion, machacado, cocinado (por ejemplo, horneado,
fritura, hervido, tostado, etc.) del enfriamiento, corte, cromatografia, revestimiento, cristalizacién, digestion, secado
(por ejemplo, secado por pulverizacion, congelacion, al vacio, etc.), evaporacion, destilacion, electroforesis,
emulsificacién, encapsulacion, extracciéon, extrusion, filtracion, fermentaciéon, picado, infusién, maceracion,
microbiologia (por ejemplo, cuajo, enzimas), mezclado, pelado, percolacién, refrigeracion/congelacion, exprimido,
remojo, lavado, calentamiento, mezclado, intercambio idnico, liofilizacién, 6smosis, precipitacion, desalacion,
sublimacion, tratamiento ultrasénico, concentracion, floculacion, homogenizacion, reconstitucion, enzimdlisis (por
ejemplo, utilizando enzimas de origen natural), y similares o combinaciones de los mismos. Las ayudas al
procedimiento (actualmente definidas como sustancias utilizadas como ayudas a la fabricacion para aumentar el
atractivo o utilidad de un componente alimentario, incluyendo agente clarificantes, catalizadores, floculantes,
sistemas de filtro e inhibidores de la cristalizacion, etc. véase 21 CFR § 170.3(0)(24)) se consideran aditivos
incidentales y se pueden utilizar si se eliminan apropiadamente.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden un mineral como ingrediente adicional de la bebida. Los minerales adecuados incluyen,
pero no se limitan a, calcio afadido, cloruro, cromo, potasio, magnesio, fésforo, sodio, sulfuro, cobalto, cobre,
fluoruro, yodo, manganeso, molibdeno, niquel, selenio, vanadio, zinc, hierro, y similares o combinaciones de los
mismos. Los minerales se pueden afiadir de cualquier forma compatible con las necesidades nutricionales humanas
y se pueden afadir a cualquier nivel deseado. Las cantidades en el producto de bebida o formulaciéon pueden ser
cualquier porcentaje adecuado de la ingesta diaria de referencia (RDI). Por ejemplo, el mineral puede estar presente
en un limite superior de aproximadamente: un 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 75 %, 100 %,
150 %, 200 %, 300 %, 400 %, o aproximadamente un 500 % del RDI. El mineral puede estar presente en un limite
inferior de aproximadamente: 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 75 %, 100 %, 150 %,
200 %, o aproximadamente un 300 % del RDI. De manera alternativa, la cantidad de mineral afadido se puede
medir en unidades internacionales (Ul) o peso/peso (p/p). Se deberia entender que el término “afiadido” (por
ejemplo, “calcio afadido”) como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas se refiere a
un componente afiadido obtenido de fuentes externas y no incluyen un componente que esta presente de manera
inherente en el producto de bebida o formulacion. Por ejemplo, “calcio afadido” como se utiliza en el presente
documento y en las reivindicaciones adjuntas significa que el calcio se obtiene de fuentes externas y no incluye un
componente que esté de manera inherente en el producto de bebida o formulaciéon. Los minerales anadidos
adecuados para los productos bebible se y formulaciones desvelados en el presente documento se pueden derivar
de cualquier fuente de nutriente conocida o de otra manera eficaz que proporcione el mineral dirigido por separado.
Por ejemplo, las fuentes de calcio afiadido incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, citrato calcico, fosfato calcico,
o cualquier otra fuente de calcio adecuada para su uso en un producto de bebida o formulacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden una vitamina como un ingrediente adicional de la bebida. Las vitaminas adecuadas incluyen
pero no se limitan a, Vitamina A afadida (incluyendo precursores de vitamina A, por ejemplo beta caroteno),
Vitamina B1 (es decir, tiamina), Vitamina B> (es decir, riboflavina), Vitamina Bs (es decir, niacina), Vitamina B,
Vitamina By (es decir, biotina), Vitamina Bg (es decir, acido folico), Vitamina B2 (es decir, cobalamina), Vitamina C
(es decir, acido ascorbico), Vitamina D y Vitamina E (es decir, tocoferoles y tocotrienoles), y Vitamina Ky similares o
combinaciones de las mismas. Las vitaminas se pueden afiadir en cualquier forma compatible con las necesidades
nutricionales humanas y se pueden afiadir a cualquier nivel deseado. Las cantidades en el producto de bebida o
formulaciéon pueden ser cualquier porcentaje adecuado de la ingesta diaria de referencia (RDI). Por ejemplo, la
vitamina puede estar presente en un limite superior de aproximadamente: un 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 %, o aproximadamente un 500 % del RDI. La vitamina
puede estar presente en un limite inferior de aproximadamente: 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, o aproximadamente un 300 % del RDI. De manera alternativa, la cantidad
de vitamina afiadida se puede medir en unidades internacionales (Ul) o peso/peso (p/p). Por ejemplo, una racién de
un producto de bebida puede contener un 100 % del RDI de cada una de Vitamina E, Vitamina B3 (niacina),
Vitamina B5 (acido pantoténico), Vitamina B6 y Vitamina B12. Las vitaminas afiadidas adecuadas para los productos
bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento se pueden derivar de cualquier fuente de nutrientes
conocida o de otra manera eficaz que proporcione la vitamina diana por separado.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento incluyen pulpa homogenizada. La pulpa homogenizada aumenta la sensacion en boca del producto de
bebida o formulacién proporcionando un aumento de la viscosidad. Ademas, la pulpa homogenizada proporciona
sabor a fruta afiadido (por ejemplo, sabor a naranja de la pulpa de naranja), y afiade dulzor al producto de bebida o
formulacion. En ciertas realizaciones ejemplares, la pulpa homogenizada comprende pulpa de citricos, por ejemplo,
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pulpa de naranja, pulpa de pomelo, pulpa de limon, pulpa de lima, entre otros, y mezclas de cualquiera de ellos.
Como se utiliza en el presente documento, pulpa de citricos se define como los sacos de zumo rotos y los
segmentos de pared recuperados tras el procedimiento de extraccion del zumo de citrico. Como se utiliza en el
presente documento “pulpa homogenizada” se define como particulas de pulpa suspendidas en una solucidn acuosa
y no separadas de la suspension. La pulpa homogenizada se puede producir por distintas técnicas de
homogenizacion, utilizando un equipamiento, por ejemplo, un mezclador o moledora coloidal. En ciertas
realizaciones ejemplares la pulpa homogenizada tiene un tamafo de particular medio de aproximadamente 50 a
aproximadamente 200 micrémetros de diametro, aproximadamente 70 a aproximadamente 100 micrémetros, o
aproximadamente 150 a aproximadamente 250 micrometros; donde al menos un 80 % de las particulas de pulpa
homogenizada estan entre los 50 y 540 micrometros de diametro. En ciertas realizaciones ejemplares, el producto
de bebida o formulaciéon incluye la pulpa homogenizada en una cantidad de desde aproximadamente un 5% a
aproximadamente un 20 % por peso el producto de bebida o formulacion, por ejemplo, de aproximadamente un
10 % a aproximadamente un 15 % por peso.

Opcionalmente, se pueden afadir ingredientes adicionales conocidos o que se espera que tengan efectos
beneficiosos. Por ejemplo, el producto de bebida o formulacion pueden contener uno o mas de los siguientes:
aceites (por ejemplo, omega-3, omega-6, etc.), hierbas y especias. Los ingredientes de hierbas y especias pueden
estar en forma de extracto. Cualquier hierba y especie adecuadas conocidas en la técnica se pueden utilizar como
ingrediente. Las hierbas y especias ejemplares que se pueden anadir incluyen, pero no se limitan a, Kava Kava,
hierba de San Juan, Saw Palmetto, ginseng, y similares.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes los productos bebible y formulaciones desvelados en el presente
documento comprenden al menos un agente tampon como ingrediente adicional de la bebida. Los agentes tampdn
se utilizan normalmente para ajustar el pH. Dichos ajustadores del pH incluyen, pero no se limitan a, las sales de
sodio o potasio del acido citrico, tartarico, malico, fumarico, cinamico, maleico, adipico, glutarico, lactico y succinico
o0 una combinacion de estas. La cantidad de agente tampdn incluido dependera, por supuesto, del tipo de agente
tampon y del grado al que se vaya a ajustar el pH. Los agentes tampoén adicionales y alternativos y sus respectivas
cantidades necesarias seran reconocidos por los expertos en la técnica dado el beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento tienen un pH con un limite inferior de aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,75, aproximadamente
3,2, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,75, aproximadamente 3,8, o
aproximadamente 4,0 y un limite superior de aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,8, aproximadamente 4,0,
aproximadamente 4,2, o aproximadamente 4,5. En ciertas realizaciones ejemplares, el intervalo de pH es de 3,4 a
4.,0. En ciertas realizaciones ejemplares, el pH es como mucho 4,5.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento comprende sal como ingrediente adicional. Las sales pueden actuar como un potenciador del sabor y la
cantidad utilizada variara, dependiendo de la sal que se utilice y la intensidad deseada en el producto terminado.
Ejemplos adecuados incluyen, pero no se limitan a, cloruros de un alcali o metal alcalinotérreo (por ejemplo, cloruro
potasico, cloruro sdédico, cloruro calcico, cloruro de magnesio, etc.), glutamatos, (por ejemplo, glutamato
monosadico) y similares o combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento comprenden un espesante como ingrediente adicional. Como se hace referencia en el presente
documento “espesante” puede incluir cualquier material que aumente la viscosidad o aumente la sensacién en boca
tipo crema del producto de bebida o formulacién. Ejemplos de espesantes adecuados para su uso en los productos
bebibles o formulaciones desvelados en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, carbohidratos,
proteinas, grasa, lipidos, hidrocoloides, gomas y similares o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones
el espesante puede comprender, goma arabiga, goma de karaya, goma de tragacanto, goma ghatti, agar-agar, goma
guar, goma de algarrobo, konjac, alginatos, carragenanos, pectina, goma tara, goma de xantano, goma gelan,
pululan, curdlan, celulosa, celulosa microcristalina, goma de carboximetilcelulosa, gelatina, quitosano, maltodextrina,
o combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento comprende un agente antiespumante como ingrediente adicional. Ejemplos de agentes antiespumantes
adecuados para su uso en los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente documento incluyen,
pero no se limitan a, Silicona AF-100 FG (Thompson-Hayward Chemical Co.), 'Trans’ Silicona Antifoam Emulsion
(Trans-Chemco, Inc.), y 1920 Powdered Antifoam (Dow Corning Chemical). La cantidad de agente antiespumante
que se utilice se determina por la cantidad minima necesaria para evitar la formacién de espuma excesiva durante el
procesamiento del producto de bebida o formulacion y, si se desea por el consumidor del producto de bebida o
composicion, para evitar la excesiva formacion de espuma durante el procesamiento del alimento o producto de
bebida en el que se va a incorporar el producto. Los agentes antiespumantes adicionales adecuados seran
evidentes para los expertos en la técnica e formulaciones bebibles, dado el beneficio de la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento comprende un aroma quimico como ingrediente adicional. En ciertas realizaciones ejemplares, el aroma
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quimico puede incluir cualquier quimico designado por la Flavor and Extract Manufacturers’ Association (FEMA)
como Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS). Un producto quimico designado como GRAS por la FEMA
se ha ensayado utilizando ciertas convenciones y se considera seguro para su uso en seres humanos. Los aromas
quimicos GRAS ejemplares incluyen, pero no se limitan a, aldehido acético, acido acético, acetato de Isoamilo, 3-
metilbutanol, butirato de isoamilo, hexanoato de isoamilo, isovalerato de isoamilo, benzaldehido, acido benzoico,
acetato de bencilo, alcohol bencilico, cinamato de bencilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, butanol, isobutanol,
butirato de butilo, butirato de isobutilo, isobutirato de butilo, hexanoato de butilo, propionato de isobutilo,
butiraldehido, isobutiraldehido, acido butirico, acido isobutirico, cinamaldehido, acido cinamico, 2,3-butanodiona,
acetato de etilo, acetoacetato de etilo, benzoilacetato de etilo, butirato de etilo, isobutirato de etilo, cinamato de etilo,
heptanoato de etilo, hexanoato de etilo, lactato de etilo, 2-metilbutirato de etilo, propionato de etilo, piruvato de etilo,
valerato de etilo, isovalerato de etilo, 2-heptanona, hexanal, acido hexanoico, hexanol, cetona de frambuesa, a-
ionona, B-ionona, acido lactico, 2-metilbutiraldehido, isovaleraldehido, acido 2-metil butirico, cinamato de metilo, 2-
metilbutirato de metilo, propionato de metilo, propionaldehido, acido propanoico, propanol, acido piravico, acido
valérico, acido isovalérico, vainillina, 4-metil-5-hidroxietil tiazol, acetona, acido heptanoico, 2-metilbutirato de 2-
metilbutilo, 2-isopropil-5-metil-2-hexenal, 3-hidroxibutirato de etilo, isovalerato de 2-metilbutilo, isobutirato de
isoamilo, acido tiglico, acetato de D-2-metilbutilo, L-2-metilbutanol, metanol, ciclopentadecanona, anhidrido acético,
y otros compuestos. Los aromas quimicos GRAS se pueden extraer de fuentes naturales o producirse
sintéticamente. Estara en la capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente divulgacion,
seleccionar un aroma quimico adecuado o combinacién de aromas quimicos adecuados para su uso en productos
bebibles y formulaciones de acuerdo con la presente divulgacion.

En ciertas realizaciones ejemplares y no limitantes el producto de bebida o formulacidon desvelados en el presente
documento comprende un conservante como ingrediente adicional. Es decir, al menos ciertas realizaciones
ejemplares contienen un sistema de conservante disuelto. Las soluciones con un pH menor que 4 y especialmente
las que estan por debajo de 3 normalmente son “microestables” es decir, resisten el crecimiento de
microorganismos, y por lo tanto son adecuadas para un almacenamiento mas largo antes del consumo sin
necesidad de conservantes adicionales. Sin embargo, se puede utilizar un sistema de conservante adicional si se
desea. Si se utiliza un sistema de conservante, se puede afadir al producto de bebida en cualquier momento
adecuado durante la produccion, por ejemplo, en algunos casos antes de la adicion del edulcorante. Como se utiliza
en el presente documento, las expresiones “sistema de conservante” o “conservantes” incluyen todos los
conservantes aprobados para su uso en alimentos y composiciones bebibles, incluyendo sin limitacion, dichos
conservantes quimicos conocidos como los benzoatos, por ejemplo, benzoato de sodio, calcio, y potasico, sorbatos,
por ejemplo, sorbato sédico, calcico y potasico, citratos, por ejemplo citrato sddico y citrato potasico, polifosfatos, por
ejemplo hexametafosfato sédico (SHMP) y mezcla de los mismos, y antioxidantes, por ejemplo, acido ascérbico,
EDTA, BHA, BHT, TBHQ, acido deshidroacético, dimetildicarbonato, etoxiquina, heptilparabeno, etc. Otros
conservantes adecuados para su uso en los productos bebibles y formulaciones desvelados en el presente
documento incluyen los conservantes naturales, por ejemplo, nisina, acido cinamico, extracto de hollejo de uva, sal,
vinagre, y similares. Estara en la capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio de la presente
divulgacion, seleccionar un aroma conservante adecuado o combinacion de conservantes adecuada para su uso en
los productos bebibles y formulaciones de acuerdo con la presente divulgacion.

Los conservantes se pueden utilizar en cantidades que no excedan los niveles maximos recomendados bajo las
leyes y regulaciones aplicables. El nivel de conservante utilizado normalmente se ajusta de acuerdo con un pH final
planeado para el producto, asi como una evaluacién del potencial de los desechos microbianos potenciales de la
formulacion bebible particular. El nivel maximo que es emplea es normalmente de aproximadamente un 0,05 % por
peso del producto de bebida o formulacién. Estara en la capacidad de los expertos en la técnica, dado el beneficio
de la presente divulgacion, seleccionar una cantidad adecuada de conservante para los productos y formulaciones
de acuerdo con la presente divulgacion.

Ciertos procedimientos ejemplares, productos bebibles y formulaciones de acuerdo con la divulgacion se describen
con mas detalle en los ejemplos que se presentan a continuacion a modo de ilustracion.

Ejemplos
Ejemplo 1

El uso de biopolimeros de calidad alimentaria, aislado de proteina de suero de leche y alginato, como agentes
encapsulantes para las bacterias probidticas se investigd. Mas particularmente, se estudiaron dos relaciones
diferentes de aislado de proteina de suero de leche y alginato en la fabricacion de capsulas que comprendian
bacterias probidticas, y se comparé con las capsulas que comprendian un 100 % de proteina de suero de leche o un
100 % de alginato.

Se adquirié aislado de proteina de suero de leche (~60 % de B-lactoglobulina y un 20 % de o-lactoalbumina) en
Fonterra (Palmerston North, Nueva Zelanda) y el Na-alginato de alta viscosidad (Protonal SF120) fue suministrado
por Hawkins Watts (Auckland, Nueva Zelanda). El Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 fue adquirido en
Environmental Science and Research (ESR, Wellington, Nueva Zelanda) y se cultivé en caldo MRS Lactobacilli
(Difco, Nueva Zelanda) a 37 °C en condiciones anaerobicas (GasPak EZ anaerobe container system, Becton,
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Dickinson and Company, USA). Los cultivos activados se obtuvieron sub-cultivando 2-3 veces en caldo MRS durante
24 horas a 37 °C antes de su uso en los experimentos.

Las células bacterianas probioticas (5,4 x 108 UFC/g) cultivadas en 800 ml de MRS se recolectaron por
centrifugacion a 8.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C (Hitachi High Speed Centrifuge, Massey University,
Palmerston North). El aglomerado (de ~ 5 g) se afiadi6é a agua estéril con un 0,1 % de peptona (30 ml) y se agitd
para resuspender el aglomerado. Esta etapa de lavado se llevo a cabo dos veces en las mismas condiciones. Se
llevaron a cabo la tincién de Gram y ensayos de catalasa para la confirmacion de los lactobacilos.

Las bacterias se numeraron utilizando el procedimiento de placapour con Agar MRS Lactobacilli (Difco). Se
digirieron capsulas (de 1 g) en 9 ml de tampo6n de fosfato (pH 7,1 + 0,1) utilizando un digestor durante hasta 30
minutos. No fue necesario digerir las células libres. Se prepard una serie de diluciones utilizando las mezclas de
tampon de fosfato/microcapsulas digeridas en agua estéril con un 0,1 % de peptona (1 ml de muestra en 9 ml de
agua con peptona). Se afadié agar MRS fundido a 1 ml de muestra y se incubaron las placas en condiciones
anaerobicas durante 72 horas a 37 °C antes de que se hiciera el recuento de colonias.

Peso de la muestra
Peso de lamuestra + Peso de peptong

Factor de dilucidn incial =

Volumen de dilucién transferido
Volumen de dilucién + Volumen de dilucién del blanco

Ditucién posterior =

1
Factor de diluciom inicial x diluciones posteriores

UF Cf§ de muestra = Celonas en la placa x

Se prepar6é una solucion de un 1% de peso por volumen (p/v) de alginato sédico el dia antes del trabajo
experimental y se dejo agitando toda la noche para permitir la hidratacién completa. Se preparé una solucién (1000
ml) de aislado de proteina de suero de leche (WPI) al 12 % (p/v) y se calentaron 500 ml a 90 °C durante 30 min para
asegurar la desnaturalizacion completa de las proteinas antes de enfriarse a temperatura ambiente. Se prepararon
las mezclas de alginato y WPI de acuerdo con el disefio experimental mostrado en la Tabla 1 posterior, y se dejo
que se mezclaran a temperatura ambiente durante dos horas para permitir la dispersién completa. A esta solucién,
se afiadieron 2,5 ml de la dispersion celular para obtener una concentracion tedrica final de 1 x 10'° UFC/g y se
permitié que se mezclara durante 30 minutos adicionales. Las muestras se incubaron entonces en un bafo de agua
a 44 °C 1 2 °C durante 15 minutos.

Tabla 1. Disefio experimental para la optimizacion de materiales de encapsulacion

Ejecucion Concentracion de Concgntracién de Etapa 'de y
WPI (%) Alginato (%) desnaturalizacion
1 100 0 Térmica
2 75 25 Térmica
3 50 50 Térmica
4 0 100 -

Preparacién de microcapsulas

Se colocaron ochenta mililitros de una soluciéon de cloruro calcico a un 4 % p/v, que se utiliz6 como fluido de
coagulacion, en un matraz y se agito lentamente utilizando un agitador magnético. Se introdujeron gota a gota veinte
mililitros de la mezcla de dispersion WPI/alginato/células en el fluido de coagulacion. Las capsulas se endurecieron
en cloruro calcico durante 30 minutos antes de lavarlas dos veces con agua Milli-Q (es decir, agua purificada y
desionizada), entonces se almacenaron en agua estéril en recipientes estériles. La mitad de las capsulas se
refrigeraron a 4 °C + 1 °C en condiciones anaerdbicas utilizando un sistema de envase anaerdbico, y la otra mitad se
congeld a -21 °C + 1 °C durante una noche antes de secarse por congelacion durante 72 horas a -25 °C + 2 °C. Las
perlas secadas por congelacion se refrigeraron entones a 4 °C + 1 °C en condiciones anaerdbicas. Todo el
equipamiento se esterilizé antes de su uso.

Morfologia de las capsulas

La morfologia de las capsulas humedas se observd en un microscopio optico digital. Las perlas secadas por
congelacion también se observaron bajo microscopia electronica de barrido (SEM, FEI Quanta 200 Scanning
Electron Microscope, USA,). Se utiliz6 un microscopio de diseccion para seleccionar muestras de perlas
representativas que se montaron posteriormente en soportes de aluminio con plata conductora. Las muestras se
revistieron por pulverizacidon con oro y se observaron bajo un SEM con una tensién acelerada de 20 KV.
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Ejemplo 2
Estudios de degradacion de las capsulas en condiciones gastricas e intestinales simuladas

Se observd el comportamiento de las capsulas secadas y humedas que se prepararon en el Ejemplo 1 en fluido
gastrico simulado (SGF, pH 2,0), como se esperaba que el proceso de secado afectara el tamafio de poros y otros
atributos de las capsulas podia haber influenciado en la estabilidad en el SGF.

Se preparé un SGF (pH 2 + 0,1) que contenia un 0,2 % de NaCl, un 0,7 % de HCl y un 0,3 % de pepsina. Se afadio
aproximadamente 1 gramo de células encapsuladas por separado en tubos de ensayo que contenian 9 mililitros de
SGF. Los tubos de ensayo se incubaron a 37 °C durante 2 horas con agitado continuo (150 rpm) en un bafio de
agua con agitado. A las dos horas de incubacion se seleccion6 el tiempo para representar el tiempo medio de
transito a través del estdmago. Se determind el peso de las capsulas inicialmente y luego cada hora hasta las 2
horas. A continuacion, las capsulas se retiraron del SGF y se colocaron en el fluido intestinal simulado (SFI, pH 7,4 £
0,1, 37 °C) y se pesaron a intervalos de media hora hasta que se observé una degradacion completa.

Ejemplo 3
Andlisis de la textura

Las capsulas del Ejemplo 1 se evaluaron en cuanto a sus caracteristicas de textura utilizando un Texture Analyzer
XT-2 (TA XT-2) Plus system (Stable Micro Systems, Surrey, UK). El analisis de textura se llevd a cabo con los
ajustes que se muestran posteriormente en la Tabla 2. El pistdn bajo, se mantuvo en contacto con la parte superior
de las capsulas y aplasté la capsula a una velocidad constante de 0,2 milimetros por segundo (mm/s), hasta que
alcanzo el 90 % de su altura original. Se registro la fuerza ejercida por la capsula en funcion del desplazamiento. La
velocidad de retorno del pistdn a su posicion original antes de la compresion era de 10 mm/s. La fuerza necesaria
para la deformacion se registré en funciéon del tiempo hasta la fractura de las capsulas. Se obtuvo una curva de
fuerza de compresion para cada muestra y se almacend en un archivo para el calculo de las propiedades de fractura
utilizando el software "XT.RAD Dimension", version 3.7H, de Stable Micro System (Surrey, UK). De cada medicion
se determinaron la tension y la presion en el momento de la fractura. La tensién de fractura se asocia con el primer
pico de los graficos, que representan la fuerza en funcion al desplazamiento. Para las capsulas, se calcularon las
tensiones considerando el area como el area de una esfera y asumiendo una disipacion de la fuerza interna de las
perlas en todas direcciones.

Tabla 2. Ajustes del Texture AnalyzerXT-2 Plus para los ensayos de
compresion de la capsula

Articulo Ajuste

Tipo de ensayo Compresion

sonda Sonda cilindrica de 35 mm
Velocidad antes del ensayo 0,05 mm/s

Velocidad del ensayo 0,1 mm/s

Velocidad tras el ensayo 2 mm/s

Modo de presion diana 50 %

Fuerza del disparador 0,01 N

Ejemplo 4
Morfologia de la capsula

Las capsulas producidas en el Ejemplo 1 eran predominantemente esféricas u ovoides, como se muestra en la FIG.
1. Las capsulas producidas con alginato puro eran regulares y esféricas; sin embargo, segun aumentaba el
contenido en proteinas de suero de leche, las microcapsulas se volvian mas ovoides e irregulares. La superficie de
las capsulas humedas parecia variable, presentando las capsulas de WPI pura una superficie de caballete desigual,
como se muestra en la FIG. 1A, y presentando las perlas de alginato una superficie mas suave (no mostrado). Sin
embargo, la técnica de microscopia digital no podia detectar otras caracteristicas de superficie tales como la
porosidad y las cavidades. La FIG. 1B incluye una barra de escala que tiene una longitud de 500 um, para
proporcionar una referencia del tamafio de la capsula fotografiada que comprende una relacion de peso de proteina
respecto a alginato de 75:25.

Las capsulas de alginato eran blancas y translicidas; sin embargo, segun aumentaba el contenido en WPI, las
capsulas se volvian progresivamente mas blancas y opacas. Sin el deseo de quedar unidos por teoria alguna, esto
puede ser debido al aumento del nimero de sitios de unién para los iones de Ca?* como resultado del aumento de
contenido en proteinas de suero de leche, dando lugar de esta manera a una estructura de gel reticulada mas
densamente.
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Microscopia electrénica de barrido

En referencia a la FIG. 2, se proporcionan las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de distintas
capsulas secadas por congelacion. La forma ovoide y esférica de las capsulas se volvia ligeramente irregular
después del secado por congelacién, como se muestra en la FIG. 2A, que proporciona una imagen de una capsula
toda de WPI, y en la FIG. 2B que proporciona una imagen de una capsula de WPI:alginato 50:50. El tamafio de las
microcapsulas variaba segun el procedimiento de desnaturalizacion de las proteinas del suero de leche y el
contenido proteico de las proteinas del suero de leche. Como muchas capsulas no eran esféricas se utilizé su
longitud mas larga para estimar su diametro. Se determind que el tamafio de particula de la capsula tenia un
diametro aproximado de 750 yum a 1500 ym (0,75-1,5 mm), y se volvia mas largo seguin aumentaba la concentracion
de WPI.

La fotografia de la superficie variaba entre las capsulas con una superficie mas rugosa observada en las capsulas de
WPI, en comparacion con las capsulas de alginato. La FIG. 2C muestra la estructura de la superficie altamente
porosa de las capsulas secadas por congelacion de WPI puro. Las imagenes SEM de las capsulas de alginato con la
misma magnificacién no muestran la misma porosidad; sin embargo, investigadores anteriores han documentado la
presencia de poros en la estructura de capsulas de alginato (Anal y col., 2003; Anal y Stevens, 2005).

Las secciones fracturadas de las capsulas secadas por congelacion indicaban que la estructura de las capsulas
consistia en una pared exterior sélida que cubria una red fibrosa interna que presentaba alta porosidad (no
mostrada). Las células de L. acidophilus se observaban en todos los tipos de capsula y la distribucién de las células
atrapadas en las capsulas parecia ser mas homogénea en las células del interior que en la superficie. La FIG. 2D
muestra una imagen de SEM de células de L. acidophilus observadas en la superficie de una capsula de WPI puro
secada por congelacion.

Ejemplo 5
Estudios de degradacion de capsulas en condiciones gastrica e intestinal simuladas

Un objetivo de las realizaciones era proporcionar capsulas que fueran estables en SGF y se degradaran durante un
periodo de tiempo en SIF, para permitir que el material encapsulado activo alcanzara el colon. La bibliografia indica
que el tiempo medio de vaciado gastrico es de dos horas y que se tardan 3-4 horas después de la liberacion al
duodeno para que las capsulas ingeridas alcancen el colon (Anal, 2007).

Para determinar la velocidad a la que las capsulas producidas de acuerdo con el Ejemplo 1 se degradaban en el
tracto intestinal, se incubaron las capsulas en fluidos gastricos simulados a 37 °C. El peso de las capsulas se siguiod
durante un periodo de cuatro horas tanto en SGF (pH 2,0 £ 0,1) y SIF (pH 7,4 £ 0,1). En referencia a la FIG. 3, la
velocidad de degradacion de las capsulas era mayor en SIF que en SGF para las capsulas fabricadas con solo
alginato, 75:25 WPI:alginato, y 50:50 WPI: alginato. Estos resultados reflejan probablemente las diferencias en el
comportamiento quimico de las capsulas entre los fluidos. Las capsulas de WPI puro se degradaron rapidamente en
el SGF con una degradacion de aproximadamente el 95 % después de dos horas de incubacion. Segun disminuia la
concentracion de WPI y aumentaba la concentracion de alginato, la velocidad de degradacion también disminuia
como se muestra en la FIG. 3.

Sin el deseo de quedar ligados por teoria alguna, se cree que el comportamiento de degradacién de WPI en el SGF
es principalmente debido la presencia de pepsina, la enzima que se encuentra en el SGF. La pepsina es una enzima
proteolitica que ataca los enlaces peptidicos, produciendo la rotura del aislado de proteinas de suero de leche y por
lo tanto la estructura de la capsula. En comparacion, las capsulas de 75:25 WPI:alginato y las capsulas de 50:50
WPI:alginato presentaban una velocidad de degradacién mas lenta en los primeros sesenta minutos de incubacion,
como se indica en el grafico de la FIG. 3. El componente de alginato puede contraerse en condiciones acidas para
proporcionar una barrera eficaz para la penetracion de la pepsina, o potencialmente las capsulas de WPI pueden ser
mas faciles de dirigirse para el ataque de la pepsina.

El comportamiento del alginato en condiciones acidas se habia descrito por investigadores (George y Abraham,
2006). Los valores de la pKa del acido manuronico y gulurénico, los componentes fundamentales del alginato son de
3,38 y 3,65, respectivamente. La pKa del propio polimero esta cerca de la pKa para los monémeros individuales y
varia de acuerdo con la fuerza ionica del disolvente y la concentracion de alginato. Sin embargo, se ha observado
que, a un pH por debajo del valor de la pKa, el alginato precipita, se cree que como resultado de la
despolimerizacién debido a hidrdlisis catalizada por protones.

Sin el deseo de quedar ligados por teoria alguna, se cree que, en las capsulas fabricadas con ambos biopolimeros
alimentarios de aislado de proteinas de suero de leche y alginato, el WPI forma capsulas con las cadenas laterales
hidréfobas embebidas en el centro de la capsula y las cadenas laterales hidrofilas enfrente del alginato. Como la
pepsina puede atacar preferentemente los aminoacidos aromaticos hidréfobos que estan embebidos dentro de la
capsula, las capsulas que contienen tanto WPI como alginato proporcionan una proteccion al WPI de la pepsina. Por
el contrario, las capsulas de WPI pueden presentarse como una diana mas vulnerable para la pepsina y por tanto la
degradacion se presenta mas facilmente.
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Empleando la logica anterior, se esperaba que las capsulas de alginato fueran las mas estables en el SGF; sin
embargo, como se muestra en la FIG. 3, este comportamiento no se observo. El encogimiento de las capsulas, sin
embargo, se observé a lo largo del experimento, pero era en conjuncidon con la erosiéon de la capsula. Esto es
potencialmente debido a que el alginato cargado positivamente se disocia del Ca?* y permite que el gel se deshaga.

Una fotografia de las microcapsulas secadas antes de la incubacion en los fluidos gastricos simulados se muestra
en la FIG. 4A. Las capsulas de WPI, 75:25 WPI:alginato y capsulas de alginato eran degradadas rapidamente en el
SIF con un 100 % de degradacion después de treinta minutos. De las capsulas las de 50:50 WPI:alginato eran las
mas estables en el SIF, tardando noventa minutos en degradarse. Como la pancreatina, una enzima proteolitica del
fluido intestinal no degrada el alginato, puede esperarse que las capsulas de alginato se hinchen y formen un
hidrogel en el SIF, dando lugar a su degradacion. Por el contrario, se podria esperar que las capsulas WPI se
degradaran rapidamente por la pancreatina.

En referencia a la FIG. 4B, las capsulas de WPI:alginato 50:50 se encontraban hinchadas y flotando después de la
incubacién en SGF durante dos horas, pero se mantenian intactas. Al transferirlas al fluido intestinal, las capsulas
comenzaban a desintegrarse como se muestra en la FIG. 4C, que proporciona una fotografia de las capsulas
después de la incubacion en SIF durante dos horas. Se descubrié que la desintegracion de las capsulas era
dependiente del pH. A bajo pH los enlaces iénicos en las capsulas persisten, de manera que los materiales de la
matriz de gel de la perla se mantienen intactos. Después de la transferencia a pH> neutro, el alginato aniénico en el
complejo Ca-alginato- WPI podria ser desplazado por iones hidroxilo. Una fotografia de las capsulas después de la
incubacién en SIF durante ocho horas se proporciona en la FIG. 4D.

Ejemplo 6
Analisis del perfil de textura

Las propiedades mecanicas de las capsulas definen la deformacion y ruptura de la capsula bajo una carga externa.
Estas propiedades son importantes cuando se considera al proteccion y liberacion de materiales a lo largo del
procesamiento y sistemas de suministro cuando la ruptura puede desearse o no. En términos de procesamiento
alimentario, las capsulas deben tener una fuerza considerable para evitar la ruptura cuando se exponen a fuerza de
cizallamiento cuando se desplazan a lo largo del equipamiento de procesamiento. La ruptura podria potencialmente
exponer las bacterias encapsuladas al entorno donde la degradacion y pérdida de biodisponibilidad pueden
producirse.

Hay una limitada investigacion disponible sobre las propiedades de capsulas de WPl:alginato, que parecen
enfocarse en los procedimientos de fabricacion y la estabilidad gastrica de las capsulas. En consecuencia, hay datos
limitados de las propiedades mecanicas de las capsulas. Por lo tanto, los efectos del WPI sobre la fuerza mecanica
de las capsulas de alginato se ha investigado. Las microcapsulas de WPI, alginato y WPI-alginato cargadas con L.
acidophilus se obtuvieron por la solucion de goteo que contenia los biopolimeros y las células bacterianas
probidticas en un fluido de coagulacion de cloruro calcico. La combinacion de alginato y WPI desnaturalizado
térmicamente presentaba una alta eficacia y capsulas fuertes, capaces de atrapar L. acidophilus.

El grafico de la media fuerza-tiempo para la compresion de las capsulas se muestra en la FIG. 5. Se muestran las
capsulas de WPI, capsulas de 75:25 WPl:alginato y las capsulas de 50:50 WPI:alginato. Las capsulas de WPI y las
capsulas de alginato muestran mas rigidez que las capsulas de combinacion (es decir, las capsulas WPI:alginato)
como se ilustra por la pendiente inicial escalonada del grafico de la FIG. 5. No se observaba fracturabilidad con el
50 % de compresion y todas las muestras ensayadas presentaban una pequefia cantidad de adhesividad, como es
evidente por las fuerzas negativas del grafico.

En referencia ahora a ambas FIG. 5 y FIG. 6, se muestra el pico de fuerza que alcanzaba el 50 % de compresion de
la altura total de las capsulas. Se midieron diez repeticiones y se promedié para proporcionar los resultados para
cada tipo de capsula como se muestra en la FIG. 6. Las capsulas de WPI eran significativamente mas fuertes que el
resto de las capsulas, con un pico de fuerza de 1,57 N + 0,2 N. Las capsulas de 75:25 WPI:alginato alcanzaban la
siguiente fuerza mas alta, de 0,99 N + 0,07 N, que no era significativamente diferentes de las capsulas de 50:50
WPI:alginato, que tenian un pico de fuerza de 0,91 N + 0,08 N. Las capsulas ms débiles eran las capsulas de
alginato, que tenian un pico de fuerza de 0,77 N + 0,08 N. Por lo tanto, con el aumento de la proporcion de WPI
habia una tendencia a aumentar la fuerza. Esto puede ser debido al aumento del nimero de sitios de unién con los
iones de Ca?*, al aumentar el contenido de WPI.

En resumen, en los Ejemplos 12 a 6 se demuestra el desarrollo de un sistema de microencapsulacion adecuado
para bacterias probidticas (por ejemplo, L. acidophilus). Este sistema comprende combinaciones de proteinas de
suero de leche desnaturalizadas y alginato como materiales de capsula eficaz. Se descubrioé que, por ejemplo, las
mezclas de soluciones de aislado de proteinas del suero de leche en una concentracion del 12 % (p/v) y de alginato
a una concentracion del 1 % (p/v) en relaciones de peso de 3:1y 1.1 producian microcapsulas eficaces y fuertes.

Ejemplo 7

La estabilidad de las bacterias probiéticas encapsuladas en condiciones gastrointestinales y a altas temperaturas se
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investigd en este Ejemplo. La viabilidad de la actividad bioquimica de L. acidophilus se ha documentado bien en la
bibliografia. El L. acidophilus no sobrevive bien en condiciones muy bajas de pH debido a que tiene un pH éptimo de
4-5 (Stanton y col., 2003). Cuando las células de L. acidophilus pasan a través del tracto gastrointestinal son
susceptibles al dafio del acido del estémago y, por lo tanto, un nimero menor puede alcanzar el intestino grueso
para su colonizacién. En consecuencia, un aspecto de las realizaciones de la invencién es proporcionar una capsula
que sea resistente a la digestion en el estdmago, de manera que se protejan las células bacterianas probidticas
viables del entorno de pH bajo, y es susceptible a la degradacion en las condiciones colonicas. Por lo tanto, se
ensayo la eficacia de las capsulas disefiadas en las condiciones gastricas.

Aunque la tolerancia al calor del L. acidophilus varia segun la cepa, la temperatura optima para el cultivo del L.
acidophilus es de 37 °C sobreviviendo algunas cepas bien a 50 °C. Por encima de 50 °C, la supervivencia de las
células se reduce rapidamente y se ha citado como letal la temperatura de 60 °C en la bibliografia (Kandler y Weiss,
1986). Actualmente, la aplicacion de L. acidophilus en preparaciones probidticas se limita por la intolerancia del
organismo a altas temperaturas. Como resultado, la eficacia de las capsulas disefiadas como una barrara térmica
también se investigo.

Viabilidad de las células microencapsuladas y libres (de L. acidophilus) en condiciones gastricas simuladas

Se prepararon las capsulas y el fluido gastrico simulado (SGF) como se describio en el Ejemplo 1. Las capsulas se
lavaron en agua destilada y se afiadieron a 9 ml de agua estéril con un 0,1 % de peptona, entonces se refrigeraron a
4 °C + 1 °C durante una noche en condiciones anaerobicas. Las células libres se colocaron en agua con peptona y
también se refrigeraron durante una noche.

Aproximadamente 1 gramo de capsulas y 1 ml de la suspension de células libres se afiadieron por separado a tubos
de ensayo que contenia cada uno 9 ml de SGF. Las células libres se utilizaron como control en el experimento. Los
tubos de ensayo se cubrieron e incubaron a 37 °C durante dos horas bajo agitado continuo en un bafio de agua con
agitado. Después de una hora y dos horas e incubacidon se tomaron muestras de las suspensiones de capsulas y
células libres en SGF y se digirieron al dia siguiente utilizando un digestor, durante hasta 30 minutos. Se
enumeraron entonces los recuentos de células viables utilizando el procedimiento de placa pour.

Viabilidad de células microencapsuladas y libres (de L. acidophilus) bajo un tratamiento térmico

Para determinar el efecto del calor sobre la viabilidad de L. acidophilus encapsuladas y libres, las células se
expusieron a un tratamiento térmico en agua destilada (pH 7,0 + 0,1) de acuerdo con los procedimientos descritos
por Mandal, Puniya y Singh (2006). Especificamente, las capsulas y las células libres se expusieron a temperaturas
de 50 °C, 60 °C, u 80 °C durante 20 minutos. Un gramo de capsulas y 1 ml de células recientes se colocaron en un
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada. Al final del tiempo de incubacion, se retiraron las células y se afadieron
a 9 ml de tampon fe fosfato 0, 1 M (pH 7,1 £ 0,1). El tampédn y la dispersion celular se aplastaron en un digestor
hasta que se obtuvo un a dispersion homogénea antes de enumerar el recuento de células viables de acuerdo con el
Ejemplo 1. Las células libres no necesitaban esta etapa antes de la enumeracion.

Viabilidad de células microencapsuladas y libres en condiciones gastricas simuladas
Células libres

Como se muestra en la FIG. 7, los recuentos viables de células libres (es decir, no encapsuladas) en fluido gastrico
simulado (pH 2,0 + 0,1, 37 °C) disminuy®¢ significativamente durante el periodo de incubacion con una reduccion de 6
log desde 9 log de UFC/ml a 3 log de UFC/ml después de 120 minutos. Mientras que la tolerancia al pH del L.
acidophilus varia con la cepa, estos hallazgos son consistentes con lo que se sabe en general sobre el L.
acidophilus y los hallazgos publicados en otros estudios. Krasaekoopt y col. (2004) descubrieron que las células de
L. acidophilus se destruian en la misma extension con una reduccion de 6 log después de 120 minutos (pH 1,55, 37
°C). Hood y Zottola (1988) publicaron que la viabilidad de las células de L. acidophilus disminuia rapidamente en una
solucioén a pH 2, sin recuperaciéon después de 45 minutos.

Células encapsuladas

Como se muestra en la FIG. 8, los recuentos de células viables de L. acidophilus contenidos en capsulas de WPI o
capsulas de alginato en fluido gastrico simulado con pepsina (pH 2.0 + 0,1) eran notablemente menores después de
120 minuto que con las capsulas de WPI-alginato. Mas particularmente, las capsulas que consistian en 75:25 y
50:50 (WPIl:alginato) eran las capsulas mas estables en el SGF. De acuerdo con aspectos de la invencion, la
disminucion de bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a un fluido con un pH 2,0
durante 120 minutos comprende de 0 a 1,0 x 10° UFC/gramo de capsulas.

Chen y Subirade (2007), que investigaron la liberacion de riboflavina a partir de capsulas de WPI y capsulas de
alginato, sugerian que la liberacién mas rapida de riboflavina de las capsulas de WPI y las capsulas de alginato era
debido a la difusién directa de las estructuras internas mas simples en comparacion con la estructura mas compleja
de las capsulas de WPI/alginato preparadas con emulsiones da gua en aceite. Ademas, la bibliografia indica que el
alginato puede formar una capa protectora sobre la capsula de WPI como resultado de la interaccién entre el WPl y
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el alginato. Una reacciéon quimica de transacilacion entre la proteina y el alginato (Chen y col., 2006) implica la
formacion de enlaces amida entre la proteina y el alginato al afiadirse un agente alcalinizante (por ejemplo, hidréxido
sodico) a las capsulas, y daba como resultado una membrana que se formaba sobre la superficie de la capsula,
Dicha membrana podia proteger la capsula de la degradacion de tensiones del entorno, por ejemplo, el pH y la
actividad de la pepsina.

Las capsulas de alginato eran al menos estables en fluido gastrico simulado sin células viables detectables (< 10
UFC/g) después de la incubacion de 120 minutos, como se muestra en la FIG. 8. Como se ha expuesto, los estudios
previos demostraron que las capsulas de alginato son relativamente estables en los fluidos gastricos, y, por lo tanto,
el bajo recuento celular es probablemente el resultado de la estructura porosa de las capsulas que permite la
entrada del SGF en la capsula durante la incubacion. Como resultado de la porosidad, el area de superficie expuesta
al SGF puede haber sido lo suficientemente significativa para permitir que las bacterias se liberen en el medio
circundante. Chandramouli y col. (2004) informaron de la liberacién completa de bacterias L. acidophilus CSCC 2400
de capsulas de alginato al 1 % dentro de los 10 minutos de incubacién en SGF.

Viabilidad de células microencapsuladas y libres bajo tratamiento térmico

Las células libres y encapsuladas de L. acidophilus se incubaron a 37 °C, 50 °C, 60 °C y 80 °C durante 20 minutos
en agua destilada (pH 7,0). Como se muestra en la FIG. 9 se observé una pequefia disminucion, pero significativa
del recuento de células libres de las células libres de L. acidophilus en la incubacién de 37 °C a 50 °C ya que el
recuento de células cay6 del log 9,00 a log 8,61 UFC/g. Los recuentos de células viables se redujeron drasticamente
a niveles no detectables después de la incubacion a 60 °C y 80 °C, sugiriendo que los 60 °C son letales para L.
acidophilus. Estos resultados estan de acuerdo con los que se conoce en general sobre el L. acidophilus y los
resultados publicados en la bibliografia. Reinheimer y col. (1995) publicaron que las actividades proteolitica y
acidificante de L. acidophilus eran altas a 37 °C y a 40 °C, pero caian a actividades insignificantes cuando las células
se trataban con 55 °C.

El recuento de células viables para las capsulas de WPI eran log 7,11, 6,67, 6,43 y 3,20 UFC/g después de la
incubacion a 37 °C, 50 °C, 60 °C y 80 °C, respectivamente. La Figura 9 muestra que no se observaban diferencias
significativas en el recuento de células viables entre 37 °C, 50 °C y 60 °C sugiriendo que las capsulas de WPI
protegian las bacterias del dafio térmico hasta a 60 °C. Después de la incubacién a 80 °C durante 20 minutos, sin
embargo, se observaba una reducciéon de 3 log en el numero de bacterias viables. Para las capsulas de 75:25 de
WPI:alginato, los recuentos de bacterias viables disminuian significativamente de un log de 5,89 a un log 4,81 UFC/g
tras la incubacion durante 20 minutos a 50 °C como se muestra en al FIG. 9. A cada temperatura de incubacién de
50 °C, 60 °C y 80 °C las capsulas parecia que protegian las bacterias del dafio térmico como se evidencia por no
haber cambios significativos en el recuento de células viables observados entre las tres temperaturas, los recuentos
viables para 50 °C, 60 °C y 80 °C eran log 4,81, 4,88 y 4,53 UFC/g, respectivamente.

De acuerdo con aspectos de la invencion, la disminuciéon de bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas
al someterlas a una temperatura de hasta 50 °C durante hasta 20 minutos en una solucién a pH 7,0 comprende de 0
a 50 UFC/gramo de capsulas. De manera similar, la disminucion de bacterias probidticas viables en las capsulas
inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 60 °C durante hasta 20 minutos en una soluciéon a pH 7,0
comprende de 0 a 1 x 10* UFC/gramo de capsulas, preferentemente de 0 a 1 x 102 UFC/gramo de capsulas. La
disminucién de bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 80
°C durante hasta 20 minutos en una solucion de pH 7,0 comprende de 0 a 1 x 10* UFC/gramo de capsulas,
preferentemente de 0 a 1 x 10° UFC/gramo de capsulas.

De nuevo en referencia a la FIG. 9, no se observaba una diferencia significativa en el recuento de células viables
entre la incubacién a 37 °C y 50 °C para el L. acidophilus encapsulado en capsulas de alginato, observandose
recuentos de células de log 6,76 y log 6,46 UFC/g. Sin embargo, a 60 °C y 80 °C no se detectaron unidades
formadoras de colonias sugiriendo que no se ofrecia proteccion térmica por las capsulas de alginato por encima de
50 °C. Las capsulas que contenian proteinas del suero de leche presentaban un efecto protector térmico sobre la
viabilidad de las células de L. acidophilus. Mas que las células encapsuladas en alginato y libres.
Sorprendentemente, las capsulas que contenian WPI proporcionaban proteccion térmica a las células bacterianas
incluso hasta a 80 °C con las capsulas de WPI, capsulas de 75:25 WPIl:alginato y capsulas 50:50 WPI:alginato
produciendo reducciones de log de 4, 2 y 4 UFC/g, respetivamente. Por lo tanto, las capsulas de 75:25 WPI:alginato
eran las mas eficaces en la provisién de una barrera térmica para las bacterias encapsuladas.

Estos experimentos demuestran la capacidad de las bacterias probidticas para sobrevivir en condiciones térmicas y
gastrointestinales. El nimero de células viables de las bacterias probidticas no encapsuladas disminuyé rapidamente
en condiciones ambientales adversas, tales como las condiciones gastricas y térmicas, ilustrando su sensibilidad al
estrés acido y térmico. Al contrario que en las células libres, las capsulas que comprenden WPI y alginato en
combinaciones de 75:25 WPI:alginato y 50:50 WPI:alginato presentaban un efecto protector sobre las células de L.
acidophilus a temperaturas hasta de 80 °C. Ademas, en condiciones gastricas, estas capsulas presentaban una
proteccion significativa de las bacterias, proporcionando las capsulas de 50: 50 WPI:alginato la mayor proteccion.
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Ejemplo 8

Se investigo la estabilidad de los probidticos comerciales encapsulados bajo tratamiento térmico en condiciones
acidas en este Ejemplo. El creciente interés en las bacterias probidticas ha llevado a las industrias a enfocarse en
incorporar los probioticos en distintos sistemas alimentarios. Los estudios indicaron, sin embargo, que las bacterias
no pueden sobrevivir en nimero suficiente cuando se incorporan a los alimentos. En consecuencia, la provision de
probidticos con una barrera fisica contra la dureza de las condiciones ambientales durante el procesamiento de la
produccion de alimentos comerciales esta recibiendo un considerable interés (Kailasapathy, 2002). Hasta la fecha,
se ha llevado a cabo poca investigacion con el objetivo de incorporar probitticos en alimentos acidos tratados por
calor como el zumo de frutas.

Cuando se desarrollan distintos alimentos que contienen probioticos, hay varios factores incluyendo la acidez
titulable, el pH, el peréxido de hidrogeno, el contenido de oxigeno disuelto, la temperatura de almacenamiento, y las
especies y cepas de microorganismos pueden afectar la viabilidad de los probiéticos (Anal y Singh, 2007). Como se
ha descrito previamente, las bacterias probidticas encapsuladas en perlas de WPI-alginato desarrolladas en el
presente estudio podrian mejorar la viabilidad del L. acidophilus ATCC 4356 contra la dureza de las condiciones
como el SGF o el tratamiento térmico alto.

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio fueron Lactobacillus casei y Bifidobacterium lactis HNO19
(Howaru), que fueron proporcionados por Christian Hansen (Dinamarca) y Danisco (USA), respectivamente. Las
bacterias se cultivaron en caldo MRS de lactobacillus (Difco Laboratories, Detroit, Milch.) a 37 °C durante 24 horas
en condiciones anaerobicas (GasPak EZ anaerobe container system, Becton, Dickinson y Company, USA). Antes de
su uso en los experimentos, las bacterias se subcultivaron al menos tres veces. El nUmero de UFC se determiné por
el procedimiento de recuento en placa con las diluciones de cultivo apropiadas como se describe en el Ejemplo 1.

Microencapsulacion

Las células se propagaron en dos botellas que contenian 400 ml de caldo MRS durante 24 horas a 37 °C en
condiciones anaerodbicas, se recolectaron por centrifugacién a 8.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C y luego se
suspendieron en agua con un 0,1 % de peptona. Las capsulas de 75:25 WPI-alginato se prepararon asépticamente
con la suspension celular de una botella, como se ha descrito en el Ejemplo 1, excepto que la concentracion de WPI
era del 10 % (p/v). La otra suspension celular se utiliza para las células libres como una muestra de control.

Supervivencia de células libres y encapsuladas del tratamiento por calor en condiciones acidas

Se determiné la tolerancia de L. casei y B. lactis al tratamiento por calor en condiciones acidas incubando una
cantidad (1 Gram o 1 mililitro) de capsulas 75:25 WPI:alginato que contenian encapsuladas las células bacterianas,
y células libres, en 9 ml de tampon fosfato (100 mM, pH 7,0) o tampoén de acido citrico (10 mM, pH 3,5, 3,8 y 4,1)
como medio de suspension. Las condiciones del tratamiento fueron las siguientes:

1) 60 °C durante 5, 10 y 20 minutos a pH 7
2) 60 °C durante 5y 10 minutos a pH 3,5

3) 60, 70 y 80 °C durante 5 minutos a pH 3,5
4) 65 °C durante 5 minutos a pH 3,8 y pH 4,1
5) 92 °C durante 4 segundos a pH 3,5

Después de estos tratamientos, cada muestra se enfri6 inmediatamente a temperatura ambiente y se enumeraron
las células viables como se describe en el Ejemplo 1. Para las células encapsuladas tratadas con acido, las capsulas
se transfirieron a 9 ml de tampédn fosfato para ser despolimerizadas y luego digeridas utilizando un digestor durante
hasta 30 minutos. Se tomaron entonces alicuotas de un mililitro y se enumeraron los recuentos celulares.

En referencia a la FIG. 10, las células libres de L. casei (véase la FIG. 10A) y B. lactis (véase la FIG. 10B) en tampon
de fosfato (pH 7) se redujeron aproximadamente 2 y 3 log UFC/ml durante el tratamiento por calor a 60 °C durante
10 minutos, respectivamente. Se descubrié que la supervivencia de las células encapsuladas de cada cepa se era
mayor que en las células libres, con una supervivencia de aproximadamente 1,5 log UFC/ml para L. casei y
aproximadamente 1 log UFC/ml para B. lactis. Después de 20 minutos de incubacion a 60 °C, la viabilidad de L.
casei encapsulado era aproximadamente 2 log de UFC/ml mayor que las células libres, pero no habia diferencia
entre las células encapsuladas y libres para el B. lactis. De acuerdo con aspectos de la invencion, la disminucion de
bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 60 °C durante
hasta 10 minutos en una solucion de pH 7,0 comprende de 0 a 1 x 10° UFC/ gramo de capsulas, preferentemente de
0 a 1 x 10?2 UFC/gramo de capsulas. De manera similar, la disminucion de bacterias probidticas viables en las
capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 60 °C durante hasta 20 minutos en una solucién a pH
7,0 comprende de 0 a 1 x 10* UFC/gramo de capsulas, preferentemente de 0 a 1 x 10% UFC/gramo de capsulas.
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En referencia a la FIG. 11, los recuentos de células libres viables (L. casei) disminuyeron j, con una reduccion
aproximadamente de 3 log sobre el tratamiento por calor a 60 °C durante 5 minutos cuando se exponian a un pH de
3,5, mientras que se observé una reduccion de aproximadamente 2 log en las células viables tratadas a un pH
neutro. Este resultado ilustra que el calor en condiciones de pH acido puede reducir la viabilidad de los
microorganismos en comparacion con la condicion de pH neutro. Las células encapsuladas de L. casei resultaron en
una supervivencia mejor (aproximadamente 1 log UFC/ml mayor) que la de las células libres bajo un tratamiento por
calor a 60 °C durante cinco minutos a pH bajo de 3,5. También se observd una supervivencia mas alta en B. /actis
encapsulado en las mismas condiciones (datos no mostrados). Sin embargo, la microencapsulacién no protegié
ningun tipo de microorganismo después del tratamiento con calor durante 10 minutos a pH 3,5. De acuerdo con
aspectos de la invencion, la disminucién de bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a
una temperatura de hasta 60 °C durante hasta 5 minutos en una solucién con un pH 3,5 comprende de 0 a 1 x 10?
UFC/gramo de capsulas. De manera similar, la disminucién de bacterias probidticas viables en las capsulas
inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 60 °C durante hasta 10 minutos en una solucién con un pH 3,5
comprende de 0 a 1 x 10° UFC/gramo de capsulas. Por el contrario, de acuerdo con aspectos de la invencion la
disminucién de bacterias probiéticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 60
°C durante hasta 5 minutos en una solucion de pH 7,0 comprende de 0 a 50 UFC/gramo de capsulas. De manera
similar, la disminucién de bacterias probioticas viable en las capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de
hasta 60 °C durante hasta 10 minutos en una solucién de pH 7,0 comprende de 0 a 1 x 102 UFC/gramo de capsulas.

En referencia a la FIG. 12, cuando las células libres y encapsuladas de L. casei se exponian a temperaturas de 70
°C y 80 °C durante cinco minutos a pH 3,5, todas las células libres eran destruidas, mientras que como mucho
aproximadamente un log 3,5 de las células encapsuladas calentadas a 70 °C sobrevivian. Esta tasa de
supervivencia es muy baja para aplicaciones practicas, sin embargo, debido a que los comestibles deben contar con
al menos 10%-10” UFC de probidticos viables para que un alimento se venda afirmando ser saludable por la adicion
de probiéticos. De acuerdo con aspectos de la invencién, la disminuciéon de bacterias probidticas en las capsulas
inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 70 °C durante hasta 5 minutos en una solucién de pH 3,5
comprende de 0 a 1 x 107 UFC/gramo de capsulas.

En referencia a la FIG. 13, cuando las células libres y encapsuladas de L. casei se expusieron a un pH 3,8 a 65 °C
durante 5 minutos, no se observd ningun efecto protector en el recuento viable en las células encapsuladas (véase
la FIG. 13A), pero habia un efecto protector de la encapsulacién en la exposicion a un pH de 4,1 y el recuento de
células encapsuladas era de al menos 1,5 log UFC/mI mayor que en las células libes. Para el B. lactis, la viabilidad
de las células encapsuladas era mayor en comparacién con las células libres incluso a un pH de 3,8 asi como a pH
4,1 (véase la FIG. 13B). A pH 4,1, en comparacién con los recuentos iniciales era solo aproximadamente 2 log
UFC/ml de disminucion en el numero de células encapsuladas de B. /actis y aproximadamente una reduccion de 3,5
log UFC/ml en las células libres. De acuerdo con aspectos de la invencion, la disminucion de bacterias probioticas
viables en las capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 65 °C durante hasta 5 minutos en una
solucién de pH 3,8 comprende de 0 a 1 x 10° UFC/gramo de capsulas, preferentemente de 0 a 1 x 103 UFC/gramo
de capsulas. La disminucion de bacterias probiodticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a una
temperatura de hasta 65 °C durante hasta 5 minutos en una solucion de pH 4,1 comprende de 0 a 5 x 102
UFC/gramo de capsulas.

La viabilidad de las células encapsuladas disminuy6 proporcionalmente con la exposicién a un tiempo de calor mas
largo. Después de 10 minutos de tratamiento de calor, no habia diferencia entre las células libres y las encapsuladas
(datos no mostrados). Tampoco se observo diferencia en la viabilidad entre las células encapsuladas vy libres de
ambas cepas en el tratamiento de calor a 65 °C durante 5 minutos a pH 3,5 (datos no mostrados).

En referencia a la FIG. 14, se observé una supervivencia mas alta en las células encapsuladas de ambas cepas de
Lactobacillus casei (véase la FIG. 14A) y Bifidobacterium lactis (Howaru) (véase, la FIG. 14B) en pH acido de 3,5 a
92 °C durante 4 segundos, los que muestra que las células encapsuladas pueden sobrevivir durante la esterilizacion
comercial de las bebidas de pH bajo. De acuerdo con aspectos de la invencion, la disminucion de bacterias
probidticas viables en capsulas inventivas al someterlas a una temperatura de hasta 92 °C durante hasta 5 segundos
en una solucién de pH 3,5 comprende de 0 a 1 x 102 UFC/gramo de capsulas.

El efecto del tamafio de la capsula sobre la viabilidad de las bacterias no se ha investigado en el presente estudio,
pero Chandramouli y col. (2004) demostraron que la viabilidad de una bacteria encapsulada en condiciones
gastricas simuladas aumentaba con el aumento del tamafio de la capsula (200-1000 um), Lee y Heo (2000)
publicaron que la supervivencia de las células bacterianas disminuia al disminuir el tamafio de la capsula (diametros
de 1- 2,6 mm). Sheu y Marshall (1993) incida ron que los diametros de la perla mas grandes proporcionaban mas
proteccion a Lactobacillus bulgaricus en postres congelados.

Las microcapsulas de calidad alimentaria que contienen probioticos sensibles se desarrollaron en el presente
estudio utilizando una relacion de peso de 75:25 de aislado de proteinas de suero de leche respecto a alginato, y se
probé que eran eficaces para aumentar la viabilidad de bacterias probiéticas en comparacion con las células libres
expuestas a algunos tratamientos de calor y pH bajo (es decir 60 °C durante 5 minutos a pH 3,5 y 65 °C durante 5
minutos a pH 4,1), asi como una condicion de esterilizacion comercial de exposicién a una temperatura de 92 °C
durante 4 segundos.
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Ejemplo 9
Incorporacién de probiéticos encapsulados en zumos de fruta comerciales

El consumo de alimentos y bebidas que contienen probidticos parece ser una tendencia del consumidor global en
crecimiento (Verbeke, 2005). Por ejemplo, en Europa un gran segmento del mercado de alimentos funcionales
comprende alimentos fortificados con probidticos. Normalmente las bacterias utilizadas para aplicaciones de
probidticos comerciales incluyen especies de Lactobacillus y Bifidobacterium (Sheehan y col., 2007).

Las bebidas tales como los zumos de frutas, que se consumen regularmente y tienen un sector del mercado
establecido pueden representar un medio de suministro ideal para los probidticos. Sin embargo, el desarrollo de
zumos funcionales fortificados con probidticos puede extinguirse debido a la sensibilidad de las bacterias a las
condiciones acidas y los componentes particulares de los zumos, Normalmente, el nivel minimo recomendado de
probidticos viables que deberia estar presente en los alimentos para cualquier beneficio en la salud puede ser de
aproximadamente 10 UFC ml! en el momento del consumo (Boylston y col., 2004). Los sabores extrafios causados
por los cultivos de probidticos en los zumos de fruta pueden producir también que a los consumidores no les guste el
producto (Luckow y Delahunty, 2004). La microencapsulacion es una técnica que se puede utilizar para reducir la
sensibilidad bacteriana y los olores no deseables; sin embargo, hay algunas limitaciones tales como el tamario de la
microcapsula, si se va a incorporar en un zumo de frutas. El tamafio se mantiene preferentemente lo mas pequefio
posible para minimizar los efetos de textura sensorial.

En este ejemplo, se encapsularon L. casei y B. lactis Howaru utilizando un aparato Encapsulador (Inotech) y se
afadieron a tres tipos de zumos comerciales: zumo de naranja, zumo de uva, y zumo de arandanos. Se examind la
viabilidad de las células encapsuladas y libres en los zumos cada dos semanas durante 10 semanas de tiempo de
almacenamiento total a una temperatura 6ptima. También se llevaron a cabo ensayos sensitivos con el zumo de
naranja y el zumo de uva fortificado con células encapsuladas.

Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y enumeracion

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente estudio fueron Lactobacillus casei y Bifidobacterium lactis HNO19
(Howaru), que fueron proporcionados por Christian Hansen (Dinamarca) y Danisco (USA), respectivamente. Las
condiciones de cultivo y recuento de bacterias en las placas fueron como se describe en el Ejemplo 1.

Microencapsulaciéon

Se propagaron 8 mililitros de células recién preparadas en 400 ml de caldo MRS durante 24 horas a 37 °C en
condiciones anaerodbicas, se recolectaron por centrifugacién a 8.500 rpm durante 10 minutos a 4 °C y luego se
suspendieron en agua con un 0,1 % de peptona. Se prepararon soluciones de alginato sddico al 1 % p/v y WPI al
10 % como se describe en el Ejemplo 1, excepto la mezcla de WPI y alginato se diluyé en agua MIIIi-Q esterilizada
en autoclave para evitar el bloqueo de la boquilla. Las capsulas de WPI-alginato se prepararon asépticamente con
una suspension celular en una solucion al 4 % p/v de solucién de cloruro calcico utilizando un Encapsulator (IE-50R,
Inotech, Suiza) con una boquilla de 300 uym. La frecuencia de vibracién se fijo en 1800 Hz, la tension electrostatica
era de 1 kV, y la velocidad de la bomba de jeringa era de 320. Se utiliz6 otra suspension celular para las células
libres como muestra de control. Las capsulas se endurecieron en solucién de cloruro calcico durante 30 minuto
antes de lavarse con agua Milli-Q. Las células viables de las capsulas se determinaron entonces utilizando el
procedimiento de recuento en placas.

Supervivencia de células encapsuladas en zumos de frutas

Se utilizaron tres tipos de zumos de fruta comerciales, como se muestra en la Tabla 3. Diez gramos de células
encapsuladas y células libres, respectivamente se afiadieron a 500 ml de cada zumo. Se examino la viabilidad de las
células encapsuladas y libres en cada zumo utilizando el procedimiento de recuento en placa cada dos semanas
durante 10 semanas de almacenamiento a la temperatura 6ptima.

Distribucion del tamario de las particulas

Las microcapsulas se analizaron por el diametro medio medido por volumen en un Malvern Mastersizer 2000 Ver.
5.54 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) utilizando tecnologia de difraccion laser.

Table 3. Zumos de fruta comerciales

Nombre del

producto Fabricante Ingredientes clave Brix pH Acidez Almacenamiento

Zumo de uva
reconstituido (100 %), 15,1 3,46 9,68 Ambiente
saborizante, Vitamina C

McCoy Real Dark Frucor Beverages Ltd.,
Grape Juice NZ
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(continuacion)

Nombre del

Fabricante Ingredientes clave Brix pH Acidez Almacenamiento
producto
Ocean Spray Ocean Spray Zumccz)ggeirt?gggnos
Cranberry International INC, (25 %), azdcar, Vitamina 11,9 2,73 16,50 Ambiente
Classic Australia o) :
Charlies Honest Charlies Trading Zumo de naranja
Juice Orange Company Ltd., exprimido. 9,9 3,74 7,10 Refrigerado
9 Australia y NZ Vitamina C

Ensayo del triangulo sensorial

Se afadieron diez gramos de capsulas por cada 500 ml al zumo de uva y de naranja y se ensayaron por seis
expertos sensoriales entrenados. La cantidad (10 g) de microcapsulas era la misma que de microcapsulas utilizadas
para el ensayo de almacenamiento. Dos de las muestras eran solo zumos y una muestra tenia zumo que contenia
microcapsulas.

Los recuentos de células bacterianas viables de cada zumo fortificado con células encapsuladas y libres de L. casei
eran aproximadamente 6,44 x 107 UFC/ml y 1,29 x 108 UFC/ml, respectivamente (véase la Tabla 4). Para el B. lactis
Howaru, los recuentos iniciales de cada zumo fortificado con células encapsuladas y libres era de aproximadamente
1,03 x 108 UFC/ml y 6,35 x 107 UFC/m, respectivamente (véase la Tabla 5).

Para el zumo de uva McCoy fortificado con L. casei, aunque el recuento celular disminuyé en el zumo con el tiempo
de almacenamiento, la encapsulacion de las células bacterianas proporcionaba un efecto algo protector para las
bacterias probioticas. Como se muestra en la Tabla 3 el zumo que contenia microcapsulas presentaba mayores
recuentos celulares (es decir, 6,4 log UFC/ml que el zumo que contenia células libres (es decir, 5,1 log UFC/ml)
después de 10 semanas de almacenamiento. Sin embargo, para B. lactis Howaru, la viabilidad disminuy6
repentinamente hasta aproximadamente 1 log UFC en ambos tipos de zumos después de 6 semanas de
almacenamiento (véase la Tabla 5). De acuerdo con aspectos de la invencién, la disminucién de bacterias
probidticas viables en las capsulas inventivas al someterlas a almacenamiento a temperatura ambiente (por ejemplo,
aproximadamente de 22-25 °C) durante hasta 8 semanas en un zumo de uva con un pH 3,5 comprendia de 0 a 1 x
102 UFC/gramo de capsulas.

El zumo de arandanos tenia un pH menor y una mayor acidez en comparacién con los otros zumos pocas de las
células libres de L. casei y B. lactis Howaru sobrevivieron, incluso después de solo dos semanas de
almacenamiento. La viabilidad de las microcapsulas también se demostré una disminucidon gradual. Se descubrid
que el B. lactis Howaru (véase la Tabla 5) era mas sensible a este zumo en comparacion con la cepa de L. casei
encapsulada (véase la Tabla 4). De acuerdo con aspectos de la invencion, la disminucidon de bacterias probidticas
viables en las capsulas inventivas al someterlas a almacenamiento a temperatura ambiente (por ejemplo,
aproximadamente de 22-25 °C) durante hasta 2 semanas en un zumo de arandanos con un pH 2,75 comprendia de
0 a 1 x 10?2 UFC/gramo de capsulas.

Para el zumo de naranja refrigerado fortificado con L. casei encapsulado y células libres disminuian gradualmente,
aunque se mantenia la viabilidad por encima de 5,1 log UFC/mI después de 10 semanas de almacenamiento (véase
la Tabla 4). El recuento de células viables del zumo que contenia las microcapsulas parecia ser menor que el del
zumo que contenia las células libres; sin embargo, esta diferencia se debia solo a la dificultad en el recuento de las
células debido a la presencia de pulpa de naranja. Por el contrario, para el B. lactis Howaru, la viabilidad en ambos
zumos no ese mantenia de manera similar a los resultados del zumo de arandanos (véase la Tabla 5). De acuerdo
con aspectos de la invencion, la disminucién de bacterias probidticas viables en las capsulas inventivas al
someterlas a almacenamiento a temperatura ambiente de 1,67 °C (25 °F) durante hasta 10 semanas en un zumo de
naranja con un pH 3,75 comprendia de 0 a 1 x 10 UFC/gramo de capsulas, preferentemente 0 a 1 x 102 UFC/gramo
de capsulas.

Los ensayos sensoriales con el zumo de naranja demostraron que cinco de los expertos sensoriales entrenados no
detectaron ninguna diferencia entre los dos tipos de zumo, el que contenia capsulas y el que no, posiblemente
debido a la pulpa de naranja. Ademas, la Unica persona que detecto la diferencia no podia detectar una sensacion
en boca diferente. Se estima en general que un tamafo de particula por encima de 1000 um de diametro produce
aspereza en la lengua, pero no es detectable por debajo de 3 ym de tamafo. El tamafo medio de las
microparticulas utilizado en este Ejemplo se encontrd que era aproximadamente 490 uym. En los ensayos sensoriales
con el zumo de uva, tres de los seis expertos sensoriales entrenados detectaron las microcapsulas y notaron
algunos pequefios grumos o aspereza, pero no detectaron ninguin sabor desagradable.
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Tabla 4. Numero (log1e/ml zumo) de células encapsuladas o libres (L. casei) en tres tipos de zumo comercial
durante 10 semanas de almacenamiento a temperatura optima.

Semanas de Zumo de uva Zumo de arandanos Zumo de naranja
almacenamiento Células libres Perlas Células libres Perlas Células libres Perlas
0 8,1 7,8 8,1 7,8 8,1 7,8
2 7,7 7,6 <4* 6,2 7.1 54
4 6,7 7,3 0 3,2 6,7 6,3
6 6,1 7.1 0 1 6,1 5,7
8 55 6,9 0 0,5 6,0 6,0
10 5,1 6,4 0 0,5 5,3 5,1

* ND, fuera del intervalo de dilucion

Tabla 5. Numero (log1e¢/ml zumo) de células encapsuladas o libres (B. lactis Howaru) en tres tipos de zumo
comercial durante 8 semanas de almacenamiento a temperatura optima.

Semanas de Zumo de uva Zumo de arandanos Zumo de naranja
almacenamiento  Células libres Perlas Células libres Perlas Células libres Perlas
0 7,8 8,0 7,8 8,0 7,8 8,0
2 6,7 6,8 0 <2,4* <3* 4.1
4 5,1 5,6 0 0,6 0 0,4
6 <1* <1,3* 0 0,5 0 <1*
8 - - - - - -

* ND, fuera del intervalo de dilucion

Como se muestra en la Tabla 4, en el zumo de uva fortificado con L. casei, la encapsulacion proporciona un efecto
protector. En el zumo de naranja, se descubrié que la viabilidad de las células encapsuladas y libres de L. casei se
mantenia alrededor de 5,1 log UFC/ml después de 10 semanas de almacenamiento, posiblemente debido a la baja
temperatura de almacenamiento y la baja acidez.

Se encontré que el diametro medio medido por el volumen de las capsulas era aproximadamente de 490 um. Los
ensayos sensoriales indicaban que los consumidores no pueden sentir ninguna diferencia en el zumo de naranja
fortificado con microcapsulas, potencialmente debido a la presencia de pulpa en el zumo de naranja. Aunque la
presencia de microcapsulas en el zumo de uva pudo ser detectada, las microcapsulas no producian ningin sabor o
sensacion en boca desagradable.

Los expertos en la técnica entenderan que, por conveniencia, algunos ingredientes se describen en el presente
documento en ciertos casos en referencia a la forma original del ingrediente en el que se afiade a los productos
bebibles, formulaciones y procedimientos desvelados en el presente documento. Dicha forma original puede ser
diferente de la forma en la que se encuentra el ingrediente en el producto de bebida o formulaciéon terminados. Asi,
por ejemplo, la sacarosa y la sacarosa liquida se disolverian normalmente de manera sustancialmente homogénea y
se dispersarian en una solucion. De la misma manera, otros ingredientes identificados como sélidos, concentrados
(por ejemplo, zumo concentrado), etc., se dispersarian normalmente de manera homogénea en el producto de la
formulacién mas que permanecer en su forma original. Por lo tanto, la referencia a la forma de un ingrediente de un
producto o formulacion no se deberia tomar como limitacién de la forma del ingrediente en el producto o formulacién,
sino mas bien como un medio conveniente de describir el ingrediente como un componente aislado del producto
comestible o formulacion.

” o« ” o«

Se deberia entender que el uso de un articulo definido o indefinido en singular (por ejemplo, “un”, “una”, “el’, etc.) en
esta divulgacién y en las reivindicaciones siguientes sigue la estrategia tradicional en patentes de que significa “al
menos uno” a menos de que en un caso particular esté claro por el contexto que en ese caso particular significa
especificamente uno y solo uno. Al igual, el término “comprende” es de extremos abiertos, no excluyendo articulos
adicionales, caracteristicas, componentes, etc.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto de bebida que comprende:

al menos un liquido acuoso; y

capsulas sin revestimiento que comprenden una mezcla gelificada de alginato y aislado de proteinas de suero de
leche desnaturalizado, y bacterias probiéticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada, en el que la relacion de
peso de la proteina de suero de leche respecto al alginato es desde 1:1 a 9:1, y en el que las capsulas
comprenden un tamafio medio de particula de menos de 500 micrémetros (um) de diametro; en el que al someter
el producto de bebida a una temperatura de hasta 92 grados Celsius durante hasta 5 segundos da como
resultado una disminucion de las células bacterianas probidticas de entre 0 y 1 x 10° UFC por gramo de
capsulas.

2. El producto de bebida de la reivindicacion 1 que tiene uno de los siguientes:

» comprende entre 0,1 gramos y 3 gramos de capsulas por cada 30 ml del producto de bebida,

* en el que la relacion de peso de la proteina de suero de leche con respecto al alginato es de 1:1 a 4:1, en el
que al menos un liquido acuoso consiste esencialmente en zumo de fruta o de verduras.

* en el que al menos un liquido acuoso comprende un zumo de fruta seleccionado de entre el grupo que consiste
en zumo de naranja, zumo de arandanos, zumo de uva, zumo de pifia, zumo de manzana, zumo de mango,
zumo de coco, y una combinacion de cualquiera de ellos,

* que comprende adicionalmente un componente de verduras,

* que comprende adicionalmente un edulcorante no nutritivo natural seleccionado de entre el grupo que consiste
en un rebaudiésido, un glucdsido de esteviol, extracto de Stevia rebaudiana, Lo Han Guo, mogrosido V,
monatina, gliciricina, taumatina, monelina, brazzeina, y mezclas de cualquiera de ellos, preferentemente en el
que el edulcorante natural no nutritivo se selecciona de entre el grupo que consiste en rebaudidsido A,
rebaudiésido B, rebaudiésido C, rebaudiésido D, rabaudiosido E, esteviésido, dulcésido A, y cualquier
combinacién de cualquiera de ellos,

* en el que las capsulas comprenden perlas,

* en el que la bacteria probiética comprende Bifidobacterium spp, Lactobacillus sp., o mezclas de cualquiera de
ellos,

« en el que el producto de bebida comprende una bacteria probiética en una cantidad de al menos 1,0 x 108
UFC/gramo de capsulas cuando el producto de bebida esta almacenado a una temperatura de 22-25 °C durante
al menos dos semanas,

* en el que la relacion de peso de la proteina de suero de leche respecto al alginato es de 1:1 a 3:1,

» que comprende adicionalmente al menos un ingrediente adicional seleccionado de entre el grupo que consiste
en modificadores del sabor, acidos organicos, saborizantes, vitaminas, minerales, agentes tampon, colorantes, y
mezclas de cualquiera de ellos, preferentemente en el que el ingrediente adicional es al menos un acido organico
seleccionado de entre el grupo que consiste en acido citrico, acido malico, acido ascorbico, acido tartarico, acido
lactico, y mezclas de cualquiera de ellos,

o]

* en el que el ingrediente adicional es al menos un mineral seleccionado de entre el grupo que consiste en calcio,
magnesio, y mezclas de los mismos,

o]

* en el que el ingrediente adicional es la vitamina D.

3. El producto de bebida de la reivindicacion 1 en el que la relacién de peso de la proteina de suero de leche con
respecto al alginato es desde 2:1 — 3:1.

4. Un procedimiento de preparacién de bacterias probidticas encapsuladas que consiste esencialmente en:

proporcionar una mezcla que comprende alginato soédico, proteina desnaturalizada y células probidticas activas;

combinar la mezcla con uno o mas cationes divalentes para iniciar la gelificacion en frio del alginato sodico y de
la proteina desnaturalizada,

en el que las capsulas resultantes comprenden un tamafio medio de particula de menos de 500 micrometros
(um) de diametro y

una mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada, y bacterias probitticas atrapadas dentro de la
mezcla gelificada,

en el que la relacion de peso de la proteina desnaturalizada con respecto al alginato es de 1:1 a 9:1.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, que tiene uno de los siguientes:

en el que las capsulas comprenden un tamafio medio de particula de 300 micrometros (um) o menos de
diametro,

en el que las capsulas comprenden una relacion de peso de proteina respecto a alginato en un intervalo de
desde 1:1 a 4:1, preferentemente
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en el que las capsulas comprenden una relacion de peso de proteina respecto a alginato en un intervalo de
desde 2:1 a 3:1,
en el que la proteina comprende un aislado de proteina de suero de leche.

6. El procedimiento de la reivindicacion 4, que comprende adicionalmente:

mezclar una solucién acuosa que comprende el alginato sédico y la proteina desnaturalizada con una
suspension de células probidticas activas en agua con un 0,1 % de peptona, para formar la mezcla;

en el que la gelificacion en frio del alginato sodico y la proteina desnaturalizada forman una segunda mezcla; y
pasar la segunda mezcla a través de una abertura para formar capsulas que tienen un tamafio medio de
particula de menos de 500 micrometros (um) de diametro, en el que las capsulas sin revestimiento resultantes
comprenden una mezcla gelificada de alginato y proteina desnaturalizada, y bacterias probidticas atrapadas
dentro de la mezcla gelificada.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6 que tiene uno de los siguientes:

* que comprende adicionalmente la incubacion de la primera mezcla en un bafio de agua a una temperatura de
entre 36 °C y 46 °C durante al menos 5 minutos,

» que comprende adicionalmente el endurecimiento de las capsulas en una solucién de cloruro calcico durante al
menos 15 minutos, seguido por lavado de las capsulas endurecidas con agua,

* en el que la abertura comprende una boquilla,

* en el que el paso se lleva a cabo utilizando un aparato de extrusionado,

- en el que las capsulas comprenden al menos 1 x 10° UFC/g de bacterias probioticas en el momento de la
fabricacion,

» que comprende adicionalmente la adicion de las capsulas a un producto alimentario y el envasado del producto
alimentario, preferentemente en el que el producto alimentario comprende un producto de bebida seleccionado
de entre el grupo que consiste en una bebida carbonatada, una bebida no carbonatada, una bebida de grifo, una
bebida congelada lista para beber, una bebida carbonatada congelada, un concentrado de una bebida, un
concentrado en polvo, una bebida de café, una bebida de té, una bebida de un lacteo, un agua aromatizada, un
agua mejorada, un zumo de fruta, un batido, una bebida con sabor a zumo de frutas, una bebida con sabor a
fruta, una bebida deportiva, una bebida de soja, una bebida hidratante, una bebida energética, una bebida de
verduras, una bebida basada en granos, una bebida de malta, una bebida fermentada, una bebida de yogur, una
bebida de kéfir, y una bebida alcohdlica, o en el que el producto alimentario es un tentempié.

8. El procedimiento de la reivindicacién 6 o 7, en el que la bacteria probiética comprende Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., 0 mezclas de cualquiera de ellos.

9. El procedimiento de la reivindicacion 6, 7 u 8, en el que la solucion acuosa del cation divalente comprende un 4 %
de peso por volumen de cloruro calcico.

10. Las capsulas formadas por el procedimiento que comprende:

1.

la mezcla de una solucién acuosa que comprende alginato sédico y una proteina desnaturalizada con células
probidticas activas, para formar una primera mezcla;

la combinacién de la primera mezcla con una solucion acuosa de un cation divalente para iniciar la gelificacion en
frio del alginato sédico y la proteina desnaturalizada para formar una segunda mezcla; y

el paso de la segunda mezcla a través de una abertura que tiene un diametro de menos de 500 micrometros
(um) para formar capsulas que tienen un tamafio medio de particula de menos de 500 micrometros (um) de
diametro,

en el que las capsulas resultantes comprenden una mezcla gelificada de alginato y una proteina desnaturalizada,
y bacterias probidticas atrapadas dentro de la mezcla gelificada, y en el que la relacion de peso de la proteina
desnaturalizada con respecto al alginato es desde 1:1 a 9:1.

Las capsulas de la reivindicacion 10 que tienen uno de los siguientes:

* en el que las capsulas comprenden una relacion de peso de la proteina respecto al alginato en el intervalo de
desde 1:1 a 4:1,

* en el que la proteina comprende un aislado de proteina de suero de leche,

* en el que la abertura comprende una boquilla,

* en el que la primera mezcla se incuba en un bafio de agua a una temperatura de entre 36 °C y 46 °C durante al
menos 5 minutos, preferentemente que comprende adicionalmente el endurecimiento de las capsulas en una
solucién de cloruro calcico durante al menos 15 minutos, seguido por un lavado de las capsulas duras con agua.

12. Las capsulas de la reivindicacion 11, en las que la relacion de peso de la proteina de suero de leche con
respecto al alginato sodico es desde 2:1 — 3:1.
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