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Resumen

Los alimentos funcionales con mayor aceptacion son los productos lacteos adicionados con lactobacilos con
propiedades probidticas, sin embargo, existe un sector de la poblacion que desea obtener estos beneficios en
matrices no lacteas. En esta investigacion se desarroll6 una bebida de almendra adicionada con Lactobacillus
brevis Lb9H-PTA-120751 que demostré sobrevivir a las condiciones gastrointestinales simuladas, presentd
actividad sal biliar hidrolasa, efecto positivo sobre dafio hepatico inducido en ratas y en presencia de alfa-
tocoferol (1000 mg/L) se estimula su crecimiento. Para el desarrollo de la bebida de almendra adicionada con
Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 se establecio: concentracion 11 % p/v almendra-agua, escaldando
(almendra) durante 3 min/agua hirviendo, removiendo el tegumento (manual), secado (24 h), molienda (1 min)
para obtener harina de almendra, mezclado de dicha harina con agua y lecitina de soya (0.3 %) como
emulsificante, doble filtrado, pasteurizacién (67°C/ 33 min) e inoculacion del lactobacilo (2x108 UFC/mL). La
bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 presenté buena aceptacion sensorial,
estabilidad en pH y acidez y baja estabilidad coloidal (21 dias). Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 se
mantuvo viable (28 dias).
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Abstract

The functional foods with more acceptance are the dairy products added with lactobacilli with probiotic
properties, however, there is a part of the population that wishes to obtain this benefits for nondairy sources. This
research is focused on developing almond drink added with Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751, which has
demonstrated that survives the simulated gastrointestinal conditions, presents hydrolase activity bile salt, has a
positive effect on induced liver damage in rats, and showed that in the presence of alpha-tocopherol (1000 mg/L)
their growth is being stimulated. For the developing of an almond drink added with Lactobacillus brevis Lb9H-
PTA-120751 an 11 % w/v almond- water concentration was established, blanching the almonds (3
minutes/boiling water), manually peeling, drying (24 h), grinding (1 minutes) to obtain almond flour, mixing
almond flour with water and soy lecithin (0.3%) as emulsifier, double filtrate, pasteurization (67°C/33 minutes)
and inoculate the lactobacillus (2x108 CFU/mL). The almond beverage added with Lactobacillus brevis Lb9H-
PTA-120751 showed good sensory acceptance, pH stability and acidity (21 days), as well as low colloidal
stability. Lactobacillus brevis Lb9H-PTA- 120751 remained viable (28 days).
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INTRODUCCION

Hoy en dia, la prevencion de enfermedades crdnicas degenerativas se ha convertido en el foco de
interés tanto para la salud pablica, la investigacion y la tecnologia, lo cual ha llevado a la busqueda de
aquellos alimentos capaces de proporcionar beneficios a la salud mas all& de su aporte nutrimental, esto
sin dejar de lado sus atributos sensoriales para tener una buena aceptacion a la hora de su consumo. A
este tipo de alimentos se les conoce como alimentos funcionales los cuales se caracterizan
principalmente por promover un efecto fisiologico de manera especifica y positiva en el organismo
(Spence, 2006; Olagnero et al., 2007). Los alimentos funcionales con mayor aceptaciéon son los
productos lacteos adicionados con lactobacilos con propiedades probidticas, sin embargo, existe un
sector de la poblacion que desea obtener los beneficios de los lactobacilos pero en matrices no lacteas,
lo cual, se ha dado por la gran cantidad de personas con intolerancia y alergia hacia los productos
lacteos, asi como aquellos grupos de consumidores que requieren alimentos bajos en azlcar o grasa, e
incluso que les disgusta el sabor tradicional lacteo. Debido a lo anterior, se ha observado en el mercado
un incremento de bebidas elaboradas a base de cereales o frutos secos tales como las bebidas de soya,
arroz, coco y almendra la cual es muy rica en proteinas, &cidos grasos insaturados, fibra, antioxidantes
y minerales como el calcio (Font de Valdez et al., 2005; Bernat et al., 2014). El objetivo del presente
trabajo fue desarrollar una bebida a base de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-
120751 (el cual fue aislado del agua miel y confiere beneficios a la salud). La bebida elaborada puede
ser una alternativa para las bebidas probioticas lacteas, dirigida al sector de la poblacion con
intolerancia y alergia hacia los lacteos, asi como a aquellos grupos de personas que consumen
alimentos bajos en azlcar o grasa, asimismo para el sector de la poblacién que no gusta de los
alimentos de origen animal como el caso de los veganos.

MATERIALES Y METODOS

Almendras (variedad Nonpareil), agua purificada, Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 aislado del
agave pulquero, lecitina de soya, colorimetro (Colorflex EZ Hunterlab), procesador de alimentos
(Nutribullet), agar y caldo MRS (Difco), agar para métodos estandar (Dibico), agua destilada,
fenolftaleina, glicerol (J.T. Barker), hidréxido de s6dio 0.1 N (Hycel), kit de tincion de GRAM
(Hycel), peptona de caseina (BD Bioxon), peroxido de Hidrégeno (Zuum).

Preparacion de la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751

Se establecieron las mejores condiciones para elaborar la bebida de almendra las cuales fueron: la
almendra se escald6 en agua hirviendo por 3 minutos para retirar el tegumento, en seguida se realiz6 un
secado de 24 horas a temperatura ambiente, posteriormente se molié la almendra para obtener harina
de almendra por medio de un procesador de alimentos (Nutribullet®), durante 1 min a 25000 rpm, la
harina obtenida se mezcl6 con agua en una concentracion de 1:5 almendra-agua (11% p/v) y con 0.3 %
de lecitina de soya como emulsificante, se filtr6 (con manta de cielo y tela organza), se pasteuriz6 (67
°C/33 minutos) y se inoculd con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 en una concentracion de
2x108 UFC/mL, finalmente se mantuvo en condiciones de refrigeracion a 4° C (Vidagany et al., 2005;
Bernat et al., 2014).

Estimacion de la vida Gtil de la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-
120751

Estabilidad: La bebida se colocd en una probeta estéril de 50 mL (por triplicado) y se mantuvo en
condiciones de refrigeracion (4°C) durante 21 dias, tiempo durante el cual se observaron de manera
visual cada 24 h, se registr6 el volumen en mililitros para el sobrenadante. (Vidagany et al., 2005;
Fasolin y Cohana, 2012; Abbasi y Mohammaid, 2013).

pH y acidez: Se midi6 el pH en las muestras diariamente por 21 dias, se utiliz6 el método estandar de
la AOAC 981.12, la acidez titulable se midi6 por el método estandar de la AOAC 950.15, los
resultados para la acidez se expresan en porcentaje de acido lactico.
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Cuenta de células viables: Para realizar la cuenta de células viables realizaron diluciones seriadas (1 X
1019), se tomaron alicuotas de 100 pL de cada una de las diluciones y se sembraron en cajas Petri
previamente preparadas con agar MRS (por triplicado) y se incubaron a 37°C durante 24 h, finalmente
la cuenta se llevo a cabo por medio de la estimacion UFC. La cuenta se llevé a cabo los dias 0, 7, 14,
21y 28 (Reyes et al., 2015).

Color: El color se midié por medio de un colorimetro (Colorflex EZ Hunterlab). El color de las
muestras se caracterizd en cuanto a las coordenadas de cromaticidad (CIELAB L *, a *, b *), asi
mismo, se caracteriz6 el croma (C*ab), Tono (h*ab) e indice de blancura (WI), asi como la diferencia
de color entre las muestras (AE), tal como se define en las siguientes ecuaciones (CIE. 1995):

Cab = J(@ 2+ D) €)) WI =100 —/[(100 — L*)2 + a*2 + b*2]......(3)
h*ab = arctan(b*/a)....cccvevieineineinnnns 2) AE = J[(AL)? + (4a")? + (Ab")]cevvvvernee. (4)

Evaluacién sensorial: Se llevé a cabo con 80 jueces no entrenados para determinar la aceptacion
general del producto, se utilizé una escala hedoénica de 7 puntos, teniendo como punto 1 me disgusta
extremadamente y como punto 7 me gusta extremadamente, la aceptabilidad general del producto se
determind mediante la ecuacién 5 (Bis, 1971; Dutcosqui, 1996).

Caracterizacion fisicoquimica: Se llevd a cabo en cuanto a los pardmetros de humedad, grasa, fibra
cruda, proteina, cenizas y carbohidratos totales (NOM-116-SSA1-1994, NMX-F-615-NORMEX-2004,
NOM-051-SCFI/SSA1-2010, NMX-F-607-NORMEX-2002, NOM-086-SSA1-1994, NOM-051-
SCFI/SSA1-2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estabilidad: Como se observa en la Figura 1, la bebida de almendra mostré la separacion de 2 fases
(sedimento y sobrenadante), dicha separacion comenz6 a partir del dia 3 de almacenamiento
presentando un 4 % de sobrenadante, este porcentaje aumentd hasta el dia 11 con un 22 %,
posteriormente se mantuvo estable hasta el dia 15 y finalmente aumento a partir del dia 16 a un 24 %
para estabilizarse nuevamente al dia 21, la velocidad de separacion del sobrenadante fue de 0.64 mL
sobrenadante/ dia. Estos resultados son similares con los reportados por Bernat et al. (2014) quienes
observaron la separacién de fases para una bebida de almendra a partir del dia 1 de almacenamiento a 4
°C. Estos autores consideraron que esto ocurri6 debido a que las proteinas presentes en las almendras
no muestran una adecuada propiedad de emulsificar los glébulos de grasa en bebidas elaboradas a
partir de almendra. Sin embargo, estudios han reportado obtener una mejor estabilidad coloidal para
bebidas elaboradas a base de nueces al aplicar tecnologias como la homogeneizacion a altas presiones
junto con un tratamiento térmico, esto es debido a la reduccion del tamafio de particula y la
desnaturalizacion proteica por la aplicacién del tratamiento térmico, siendo esta una buena opcién para
poder obtener una bebida de almendra con mayor estabilidad fisica durante su vida de anaquel, ya que
este es uno de los principales factores de los que depende la calidad fisica de la bebida (Bernat et
al.,2014).

pH y acidez: Como se muestra en la Figura2, el pH se mantiene constante presentando un valor de 6.2,
con un ligero incremento en el dia 13 (6.3) y en el dia 18 (6.5) finalizando en un pH de 6.6 en el dia 21.
Bernat et al, (2014) reportaron un pH de 6.6 para una bebida de almendra y una bebida de avellana,
mientras que Champagne et al. (2009) obtuvieron un pH de 6.5 para una bebida a base de soya. Por lo
anterior, el pH obtenido en el presente estudio es caracteristico de las bebidas vegetales no
fermentadas. Asimismo, al ser el pH un punto critico en la estabilidad de los probiéticos durante su
almacenamiento, un valor de pH bajo (<3) es uno de los principales factores que reducen la
supervivencia de los probioticos durante su almacenamiento en frio (Champagne et al., 2005; Mufioz et
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al., 2007), de manera que el pH (6.6) obtenido en el presente estudio para la bebida de almendra
adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 fue adecuado para la supervivencia de dicha
cepa. En cuanto a la acidez, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3, en la cual se observa
que la acidez, al igual que el pH se mantuvo estable, con un porcentaje de acidez de 0.2 después del dia
3 de almacenamiento a 4 °C, lo cual mostro que probablemente el microorganismo no fermenté ningln
tipo de azucar presente en la bebida de almendra ya que un indicador de la fermentacion es el
incremento en el porcentaje de acidez, como lo reportaron Miridula y Sharma (2015) para una bebida
fermentada a base de soya, dicha bebida present6 un porcentaje de acidez inicial de 0.4 y final de 0.9
%. La falta de fermentacion en la bebida elaborada en el presente estudio puede ser debido a que las
condiciones adecuadas para la fermentacién de diversas cepas de Lactobacillus en bebidas vegetales
fermentadas son generalmente a temperaturas de 37 °C - 42°C, durante periodos de 10-12 horas
(Champagne et al., 2009; Firmino et al., 2017; Angelov et al., 2006; Prado et al.,2015 ), cabe resaltar
que en el presente estudio la bebida se mantuvo a 4° C, por lo tanto, no estuvo en las condiciones
necesarias para que se llevara a cabo el proceso de fermentacion, asimismo, en bebidas elaboradas a
base de almendras no formuladas (aquellas a las que no se les han incorporado azucares) estas tienen
un bajo contenido de carbohidratos, 1o que afecta directamente el proceso de fermentacion, lo que
conlleva a bajo porcentaje de acidez (Champagne et al. 2009).

Cuenta de células viables: Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 se mantuvo viable en una
concentracion de 2 X10® UFC/mL durante un periodo de 28 dias, lo cual es satisfactorio debido a que
se considera que se necesita una concentracion de 1 x10° UFC/mL de microrganismos viables para que
estos alcancen el intestino y puedan ejercer su efecto benéfico (Sanz y Dalmau, 2008). Cabe resaltar
qgue en el presente estudio no se adicionaron ingredientes que pudieran mejorar la viabilidad de
Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 ya que se han reportado estudios donde se han incorporado
diversos aditivos tales como fructooligosacaridos, inulina u otros compuestos que proveen efectos
prebidticos, lo cual incrementd la viabilidad de las cepas utilizadas para la elaboracion de bebidas
probidticas durante su periodo de almacenamiento (Matta et al., 2012). Con base a lo anterior, la
bebida de almendra elaborada en el presente estudio presentd ser un buen medio para la viabilidad de
Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751.

Color: Los valores de luminosidad, tono, croma e indice de blancura de la bebida de almendra se
muestran en la Tabla I, se realizé el andlisis estadistico y no se encontré diferencia significativa
(p>0.05) en cuanto a los pardmetros de luminosidad (L*), croma (C*a), tono (h*sp) e indice de
blancura (WI) para la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751
durante su vida de anaquel, asimismo, los valores que se obtuvieron para la diferencia de color (AE)
son bajos (0.48, 0.18, 0.74), teniendo en cuenta estos se encuentran inferiores a 3 unidades, no pueden
ser detectados por el ojo humano (Francis, 1983), de manera que se obtuvo que el almacenamiento (21
dias/ 4°C) no afectd el color de la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-
120751. Lo anterior es importante ya que los cambios de color durante el almacenamiento de los
alimentos suelen relacionarse con la aparicion de las reacciones de degradacion en el producto, de igual
manera, el color de los alimentos es uno de los principales atributos que el consumidor suele juzgar al
igual que el olor y el sabor, ya que cualquier cambio en ellos, interviene en la percepcion de la calidad
y la aceptacion del consumidor de los alimentos (Heredia et al., 2013; Codina et al., 2014).

Evaluacion sensorial: Se estim6 la aceptabilidad de la bebida segin lo propuesto por Espinosa (2007)
y Atalah et al. (2008) quienes consideran una media por encima de 3.5 (para una escala hedoénica de 7
puntos) para definir un pardmetro y/o producto como aceptable. En el presente estudio se obtuvo una
media de 4.36+1.1, esta media se encontré por encima de la propuesta por Espinosa (2007) y Atalah et
al. (2008), por lo anterior, la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-
120751 se considerd aceptable. Asimismo, con base a el factor de aceptabilidad propuesto por
Dutcosqui (1996), en el presente estudio se obtuvo un 62.2 % de aceptabilidad general para la bebida
de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751.
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Caracterizacion fisicoquimica: Los valores obtenidos para la bebida de almendra adicionada con
Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 se muestran en la Tabla Il. El aporte de proteina (2.0 g/100
mL) de la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 obtenida en
este estudio, es mayor en comparacion con otras bebidas vegetales tales como una bebida de avellana
para la cual se report6 un contenido de proteina 0.65 g/100 mL, una bebida de chufa y mijo para la cual
se obtuvo 1.56 g de proteina por cada 100 mL y una bebida de coco para la cual se indicd un contenido
de proteina de 0.023 g por cada 100 mL (Bernat et al., 2014; Codina et al., 2014; Prado et al.,2015).
Asimismo, el contenido de proteina (2.0 g/100 mL) obtenido en el presente estudio, se encontré por
encima del reportado por las bebidas de almendra comerciales como es el caso de Special line® bebida
de almendras que report6 la mayor cantidad de proteina con un contenido de 0.8 g de proteina por cada
100 mL, mientras que la bebida que se elabord en este estudio contiene 2 g de proteina por cada 100 g,
es decir un 250 % mas. Con base a lo anterior, la bebida de almendra adicionada con Lactobacillus
brevis Lb9H-PTA-120751 que se obtuvo en el presente estudio posee un contenido de proteina mayor
al reportado por las bebidas vegetales elaboradas en algunos estudios asi como al de las bebidas a base
de almendras que se comercializan actualmente en el mercado.

Tabla I. Valores de Luminosidad (L*), Croma (C*a), Tono (h*) e indice de blancura (WI) de la bebida de almendra
adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 durante su periodo de almacenamiento (21 dias).

1 90.85%+0.32 9.49%+0.19 88.367+0.42 86.81%+0.35
7 91.022+0.28 9.40%+0.17 88.567+0.21 87.072+0.26
14 90.99+0.29 9.38%+0.15 88.66+0.18 87.012+0.25
21 90.28%+1.60 8.98%+0.67 88.332+0.73 87.70%+0.97

Se reportan los valores de las medias + desviacion estdndar. Valores que no comparten la misma letra son
significativamente diferentes (p<0.05). L*= Luminosidad; C*a=croma; h*;=tono; Wi=Indice de blancura.

312 y = 0.6351x + 1.9429 Tabla I1. Composicion quimica de la bebida de almendra
e RI=0.7939 adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751.
§12 ‘—7
510 _77
@ g Humedad 91.0+0.5
Sg Grasa 5.0+0.2
E4 Fibra cruda <0.1+0.0012
2 Proteina 2.0+0.03
o . o 5 " 2 Cenizas 0.3+0.012
Tiempo (dias) Carbohidratos 2.0£0.05
totales
Figura 1. Mililitros de sobrenadante de la bebida de Se reporta el valor de la media + desviacion estandar.
almendra adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-
PTA-120751 durante 21 dias en condiciones de
refrigeracion (4°C).
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Figura 2. Comportamiento del pH de la ) ) )
bebida de almendra adicionada con Figura 3. Acidez de la bebida de almendra
Lactobacillus brevis Lb9H-PTA-120751 adicionada con Lactobacillus brevis Lb9H-
durante 21 dias en condiciones de PTA-120751 durante 21 dias en condiciones
refrigeracion (4°C). de refrigeracion (4°C).
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