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RESUMEN:

El mercado mundial de bebidas funcionales y/o nutracéutica es un sector alimentario en
crecimiento pues los consumidores conscientes de la salud exigen alimentos que mejoren
el bienestar y reduzcan el riesgo de enfermedades. Las bacterias probidticas y los
extractos herbaceos proporcionan metabolitos funcionales, que han fomentado la
deteccion de nichos ecolégicos, como el tepache (bebida fermentada mexicana) y
bioactivos como el extracto de Mesquite (leguminosa semi-desértica) que pueden
incorporarse en bebidas.

Se formulé una bebida nutracéutica con Lactobacillus acidophilus aislado de Tepache e
identificado por PCR, extracto acuoso de semilla de Prosopis glandulosa Coahuilense,
miel de agave (15%) y se fermenté 60 horas en microaerobiosis a 200 rpm. Se
determinaron el crecimiento bacteriano (densidad o6ptica (600) nm), pH, glucosa, 2Brix,
capacidad antioxidante y aceptaciéon sensorial (prueba heddnica). La bebida mostro
amargor y se adicion6 saborizante (menta, nuez o de coco) (3%), obteniendo un producto
final con 8.5 x 107 cel/mL pH 5,5, 1,035 gL-1 de glucosa, 6,8 °Bx, capacidad antioxidante
de 13,84%. Sin embargo la aceptacion sensorial de los consumidores fue baja y se
disefiaran nuevas formulaciones para proveer una alternativa nutracéutica, con efectos
beneficios para la salud humana, proporcionados por probidticos y los antioxidantes de la
semilla de mezquite.

ABSTRACT:

The global functional and/or nutraceutical beverage market is a growing sector of the food
industry as modern health-conscious consumers show an increasing desire for foods that
can improve well-being and reduce the risk of disease. Probiotic microorganisms and
herbal extracts can provide functional metabolites, which encouraged the screening of
ecological niches, such as Tepache (mexican fermented beverage) and Mesquite extract
(semidesertic  Leguminose) which may eventually be incorporated into
functional/nutraceutical beverages.

Here we formulated a nutraceutical beverage with Lactobacillus acidophilus isolated and
identified by PCR from Tepache, mesquite seed extract, agave syrup (15%) and was
fermented under microaerobic conditions for 60 h at 200 rpm. Microbial growth (Optical
density 600 nm), pH, glucose, 2Brix, antioxidant capacity and sensory attributes (hedonic
test) were determined. The drink turned bitter, and masked with flavoring (mint, nut or
coconut) (3%). The drink turned bitter, and _masked with flavoring (mint, nut or coconut)
(3%), obtaining a final product with 8.5 x 10" cel/mL, pH 5.5, 1.035 gL-1 glucose, 6.8 °Bx
antioxidant capacity and 13.84%. However sensory consumer acceptance was poor and
soon will get new formulations as a nutraceutical alternative with beneficial effects for
human health, provided by the probiotic and antioxidant mesquite seed.
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INTRODUCCION

Actualmente una sociedad desarrollada se vuelve mas consciente de la salud y
como mantenerla, en respuesta a la creciente epidemia mundial y nacional de
obesidad y otras enfermedades cronicas no trasmisibles (ECNT) relacionadas con
el metabolismo, como padecimientos cardiovasculares y la diabetes tipo dos
(Zambrowicz y col., 2015). El mercado mundial de alimentos funcionales aumenté
1,5 veces entre 2003 y 2010, y se predice que el mercado alcanzara € 65 millones
en el ano 2016 (Companiesandmarkets, 2013; Marsh et al, 2014).

En muchas regiones del mundo, las bebidas fermentadas son reconocidas por
promover la buena salud y sin embargo, comercialmente tienen poco impacto.
Bebidas fermentadas tradicionales como la Tuba y Tepache Mexicano han sido
objeto de investigacion para ser aprovechadas como fuente de probidticos o sus
metbolitos (De la Fuente—Salcido, et al 2015; Pérez et al., 2014) como un intento
de incursionar en el desarrollo de un producto innovador, una bebida fermentada
no lactea, con caracteristicas funcionales/nutracéuticas proporcionadas por la
accion del cultivo probidtico (L. acidophilus), pero ademas, por la adicién de
extracto acuoso de mezquite (Prosopis glandulosa), una leguminosa ampliamente
distribuida en zona semi-desértica de la Comarca Lagunera de Coahuila.

Esta planta es reconocida en reportes cientificos por su alto contenido de
proteinas, carbohidratos, propiedades antioxidantes, anti-hipertensivas, anti-
hiperlipidémicas e hipoglucemiantes (Sharma y Singla, 2013). Ademas, este tipo
de bebida tendria la ventaja de carecer de los alergénos lacteos que no consumen
ciertos segmentos de la poblacion (Yoon et al., 2004).

El objetivo de este trabajo se centré en formular y producir por fermentacion una
bebida nutracéutica con L. acidophilus aislado de Tepache, el extracto acuoso de
semilla de P. glandulosa Coahuilense, miel de agave, asi como determinar las
propiedades antioxidantes y el agrado de los consumidores a través de pruebas
sensoriales hedodnicas.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de bacteria

La cepa L. acidophilus se aislé de tepache, una bebida fermentada mexicana
autoéctona de Irapuato, Guanajuato. Se diluyd la bebida 1:10 en solucién salina
(0.85% NaCl) (w/v), y posteriormente en diluciones seriadas (10 ~' a 10 ~°) para
plaquear 0.1 mL agar MRS (BL Bioxon) por 48 h en condiciones aerobias y
anaerobias (BD GasPak EZ Anaerobe Container System) para ailar las bacterias.
Se determind el género y especie de la epa por identificaron microbiologica por
caracteisticas morfolégicas de las colonias desarrolladas en MRS, por tincion
Gram y con el sistema APl 50 CH (API systems, BioMéreux ) por fermentacion de
carbohidratos.
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Molecularmente se utiliz6 amplificacion de la region 16S rDNA utilizando
oligonucledtidos universales UBF5- AGAGTTTGATCCTGGCTGAG- 3'(directo) y
1492 R5- GGTTACCTTGTTACGACTT- 3 reverso (Ledn-Galvan et al. 2009).

En la amplificacion se utilizé DNA polimerasa de alta fidelidad (BioRad) en
condiciones: 5 min a 95°C; 30 cicles de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C, y 1:40 min a
68°C; y nantenimiento final de 5 min at 72°C.

Recoleccion de vegetal y obtencion de extracto

Se recolectaron ramas del arbol de mezquite en el mes de agosto porque en estas
fechas en la region de Coahuila ocurre la floracion y maduracion de vaina.
Posteriormente se realizé separaciéon de impurezas y de vaina de forma manual y
se deshidrartaron en a temperatura de 70°C por una semana en horno de secado
(Labline). La molienda de la vaina completa (vaina y semilla) fue complicada por
la dureza de la semilla y se realizé con un molino mortero (pulverisette 2) para una
molienda universal y se recabo la harina fina. Se obtuvo el extractos (500 mg/mL)
por decoccion a (95°C/3 min) de la harina de vaina de mezquite (P. laevigata) y se
filtr6 con papel Whatman, se sometié a centrifugacion y fue esterilizado con filtros
de 0.45 um (Milipore).

Fermentacion

Para el proceso de fermentacion se uso6 el extracto de mezquite (500mg/mL) el
cual se adicion6 con 20% de cultivo lactico (L. acidophilus) y 15% de miel de
agave. La fermentacion se realizd durante 60 h a 35-422C en agitacion 200 rpm
por triplicado.

Se registré durante el curso temporal de la fermentacion la densidad éptica del
cultivo a 600 nm en espectrofotdmetro benchtop de un solo haz (CECIL), pH,
acidez titulable, la cantidad de glucosa y la capacidad antioxidante con DPPH.

Evaluacion sensorial del producto de fermentaciéon (Prueba hedodnica)

La bebida fué sometida a evaluacién sensorial, con al menos 15 jueces no
entrenados se realizé con bebidas saborizadas. Los parametros a evaluar fueron
color, fluidez, sabor, aroma, aceptabilidad del producto. La escala hedodnica
utilizada contenia los siguientes 9 parametros: 1, Disgusta extremadamente; 2,
aversion muy mucho; 3, no les gusta moderadamente; 4, no les gusta un poco; 5,
ni gusta ni desagrada; 6, gusta poco; 7, gusta moderadamente; 8, gusta mucho y
9, gusta extremadamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de la cepa

Los bacilos Grampositivos aislados de colonias pequenas de morfologia redonda,
opaca, lisa e iiregular. Ademas de los carbohidratos comunes (glucosa, lactosa,
maltosa, sacarosa) se detectdé en sistema APl 50 CH el perfil total de
fermentation que revel6 capacidad bioquimica para degradar inulina y rafinosa. La
identificacion molecular de la secuencia obtenida del aplicon después de enviarse
a asecuenciar Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (Langebio)
del CINVESTAV Unidad Irapuato, se analiz6é en el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) y proporcioné un 99% de identidad con L. acidophilus.
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Fermentacion
La curva de crecimiento de la bacteria utilizada en la fermentacion de la bebida

(42°C/60h) se observa en la figura 1, y el seguimiento de la fermentacion y el
comportamiento del pH determinado en la Figura 2.

2.0+

- -
o o
1 1

Densidad 6ptica (Abs,,, )
o
(6]
1

0.0 4

Tiempo (h)

Figura 1 Curva de crecimiento del Lactobacillus acidophilus durante la

fermentacion
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Figura 2. Curso temporal de la fermentacién de Lactobacillus acidophilus
con extracto de vaina de semilla de mezquite y miel de agave para obtener
como producto la bebida nutracéutica.

Se logré determinar durante la fermentacion los parametros descritos en la tabla |,
observando un natural aunque lento descenso de pH que puede deberse al acido
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lactico producido por la bacteria. En la determinacion de glucosa se observa una
minima degradacion, y podriamos comentar que seria importante considerar
modificar la fuente de carbohidratos (miel de agave) o bien su porentaje.

Tabla I. Valores obtenidos terminada la fermentacién de la bebida
. DO .
orae) | b | pH | TGO Bk | g amia (o
0 0.0145 |6.25| 1924 | 124 10.62

6 0.033 6.15| 1.903 | 11.1 13.44

12 0.048 6.05| 1.895 | 10.3 16.73

18 0.13 5.88 | 1.881 10 17.98

24 0.18 5.83| 1.712 9.8 42.91

30 0.9 5.8 1.602 9.2 11.88

36 1.1 5.78 1.52 9 7.75

42 1.666 5.74 | 1.463 8.9 12.33

48 1.653 5.7 1.227 8.4 25.50

54 1.68 563 | 1.171 7.8 16.14

60 1.7 5,53 | 1.035 6.8 13.84

Con respecto a la accion anti-radical hacia el DPPH de la bebida fermentada fue
solamente un poco mas baja que la de otras bebidas antioxidantes, como las
bebidas calientes, y definitivaamente mostré6 una amplia capacidad antioxidante,
ligeramente inferior a la del té con limén, té verde, té negro, café soluble
(Altamirano, 2013).

Evaluacién sensorial de la bebida

En este trabajo la bebida obtenida presenté una aparencia obscura y un sabor
percibido como amargo, y se decidi6 saborizarla como se mencioné en la
metodologia, y se realizd la prueba sensorial hedonica para sabores de nuez,
menta y coco, obteniéndo con esta formulacion una baja aceptibilidad sensorial en
los tres sabores. Dentro de las tres bebidas la sabor nuez mostré mayor
aceptacion por los jueces no entrenados que degustaron las muestras (Figura 3).
Con respecto a lo anterior se estan formulando otras bebidas modificando las
concentraciones de extracto y fuente de azucares con el fin de aumentar la
aceptacion de los consumidores.
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Figura 3. Resultado de la evaluacion sensorial de la bebida con L.acidophilus y
extracto de semilla de P. glandulosa sabor nuez

CONCLUSIONES

El mercado de las bebidas nutracéuticas se encuentra en franco desarrollo y es
importante disefiar novedosos productos con ingredientes como bacterias
probidticas y metabolitos antioxidantes autdctonos de nuestro pais, comoen la
bebida fermentada de mezquite. Sin embargo el proceso requiere muchas mas
combinaciones entre ingredientes para obtener bebidas aceptadas
sensorialmente.
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