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RESUMEN

Este estudio se centrd en la creciente demanda de opciones lacteas alternativas
debido a los problemas asociadas con el consumo de la leche de vaca. Se elaboro
un producto fermentado de almendra adicionado con L. casei ATCC 334 y se evalu6
el efecto de la ultrasonicacion en sus propiedades y estabilidad. Se determiné que la
ultrasonicacion a 20 Hz y 40 % de amplitud fue la mas adecuada para mejorar la
estabilidad de los extractos. Se llevaron a cabo tres tratamientos: extracto de
almendra ultrasonicado con L. casei ATCC 334 libre (LCL) y dos con el probidtico
encapsulado en aislado de proteina de suero (LCW) y almidon fosfatado/inulina (LCI)
mediante secado por aspersion. Durante la fermentacion con iniciadores de yogur
LCI mostro un aumento significativo en la viabilidad del probiotico de 0.87 + 0.06 log
UFC/mL. Durante el almacenamiento durante 4 semanas a 4 °C el probiético
incremento en casi 1 ciclo logaritmico. En el ensayo de TGl, las células encapsuladas
(LCW y LCI) redujeron su viabilidad 3.23 £ 0.0 log UFC/mL, y las células libres (LCL)
mostraron una disminucion mas pronunciada de 5.1 £ 0.0 log UFC/mL. La capacidad
antioxidante, evaluada con el método ABTS, mostré mejoras significativas después
de la ultrasonicacion con un porcentaje de inhibicion del 30.91 % y en conjunto con
la fermentacion se logré inhibir el radical hasta un 38.46 %. LCW exhibi6é la mayor
viscosidad entre los tratamientos, mientras que LCI mostré una menor viscosidad.
En resumen, la bebida fermentada de almendra desarrollada demostré ser una
fuente potencial de probibticos y antioxidantes. La ultrasonicacion mejoré las
propiedades fisicas y quimicas del producto, elementos esenciales para su
aceptacion y estabilidad en el mercado de alternativas lacteas.



l. INTRODUCCION

En la sociedad contemporanea, el aumento de alergias e intolerancias relacionadas
con el consumo de leche de vaca ha impulsado la busqueda de alternativas
saludables en productos lacteos. En este contexto, los productos derivados de
almendras han surgido como una opcion atractiva, no solo por su potencial para
sustituir a los lacteos convencionales, sino también por su capacidad para servir
como vehiculos de probio6ticos, ofreciendo asi beneficios adicionales para la salud
gastrointestinal y antioxidante. Este estudio se centra en el desarrollo de una bebida
fermentada a base de almendras adicionada con el probiético L. casei ATCC 334,
abordando detalladamente el efecto de la ultrasonicacion en sus propiedades
fisicoquimicas, reoldgicas y de estabilidad, asi como la evaluacion de su capacidad
antioxidante y la viabilidad del probiético frente a condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal (TGI).

La investigacion inicial se concentré en optimizar el proceso de ultrasonicacion de
los extractos de almendra, utilizando frecuencias especificas y amplitudes
controladas (20 Hz a 40 % y 80 % de amplitud), con el objetivo de mejorar la
estabilidad del producto final. Tras identificar las condiciones éptimas (40 % de
amplitud), se procedi6 a la elaboracion de tres tratamientos distintos: extracto de
almendra ultrasonicado y adicionado con L. casei ATCC 334 en forma libre (LCL), y
dos variantes con el probiético encapsulado utilizando diferentes matrices de
encapsulacion (LCW con aislado de proteina de suero, y LCI con almidén

fosfatado/inulina, ambos obtenidos por secado por aspersion).

La adicién de un cultivo iniciador de yogurt permitio llevar a cabo el proceso de
fermentacién de los extractos, observandose un incremento significativo en la
viabilidad del probidtico a lo largo del tiempo de almacenamiento en todos los
tratamientos. La microencapsulacion mostré un efecto protector sobre el probiotico
encapsulado durante la exposicién de los tratamientos a condiciones simuladas del

tracto gastrointestinal.



Ademas de evaluar la viabilidad del probiético, se analiz6 la capacidad antioxidante
de los extractos de almendra a lo largo de diferentes etapas del proceso, utilizando
el método ABTS para determinar el porcentaje de inhibicion radical. Los resultados
mostraron incrementos notables en la actividad antioxidante tras la ultrasonicacion
y la fermentacion, indicando un potencial significativo para la mejora del perfil
nutricional de la bebida. El analisis reoldgico de las muestras reveld variaciones
significativas en la viscosidad entre los diferentes tratamientos, siendo el tratamiento
LCW el que mostro la mayor viscosidad y el LCI la menor. Este aspecto no solo es
relevante desde el punto de vista de la textura y la aceptacion sensorial del producto
final, sino que también puede influir en la estabilidad y la funcionalidad del producto

durante su vida util.

En sintesis, este estudio aporta evidencia sustancial sobre el potencial de las
bebidas fermentadas de almendra como vehiculos efectivos de probiéticos y
antioxidantes. La aplicacion de técnicas como la ultrasonicacién no solo mejora las
propiedades fisicas y quimicas del producto, sino que también incrementa su
estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento, ofreciendo una
alternativa saludable y funcional para consumidores preocupados por su bienestar

gastrointestinal y nutricional.



II. ANTECEDENTES
1.1 Consumo de leche de vaca

Actualmente, el estado actual y el impacto general de la industria lactea en la
economia son consideraciones cruciales en un mercado lacteo dinamico. Los
investigadores destacan el papel fundamental de la industria lactea dentro de la
industria alimentaria. Los datos de Eurostat revelan que el sector lacteo de la Union
Europea constituye el 4 % de toda la industria alimentaria, emplea al 8% de la mano
de obra y contribuye con el 10 % del valor afiadido y el 13 % de la facturacion.
Ademas, el sector lacteo exhibe una innovacion significativa, con las empresas
lacteas participando en el 6.9 % de la innovacion de la industria alimentaria en 2014,

asegurando la segunda posicién dentro del sector.

Los productos lacteos son alimentos que aportan una gran variedad de nutrientes
en la dieta humana en general, ya que contienen varios de los nutrientes necesarios
como calcio, potasio, proteinas, grasas y vitamina D, que son fundamentales en una
dieta equilibrada. Sin embargo, estos productos se caracterizan por las
posibilidades limitadas para el almacenamiento y transporte que la leche tiene por
ser un producto inestable que requiere ser mantenido a una temperatura baja (hasta
4 °C), transportado lo mas rapido posible y procesado dentro de las 24 h después
de la ordefia, para evitar cambios derivados del metabolismo de las bacterias

lacticas (Borawski y col., 2020).

La industria lactea ha permanecido lider por muchos afios en el mercado global
debido a su fuerte demanda. Sin embargo, es importante reconocer que la
produccion de productos lacteos de origen animal provoca un mayor impacto sobre
el medio ambiente a comparacion con otras formas de produccién de alimentos. Las
investigaciones indican que el consumo y produccién de productos sustitutos de
leche, han tenido un aumento significativo del 6 % en comparacién con productos
lacteos tradicionales, 1o que ha atraido el interés tanto de empresas emergentes

como de alimentos (Paul y col., 2019).



[I.2 Problemas de salud y enfermedades por consumo de leche de vaca

Uno de los principales problemas derivado del consumo de leche es la alergia a la
leche de vaca, ya que es una de las alergias mas extendidas entre los lactantes y
nifios. De acuerdo con investigaciones en los Ultimos afios se ha reportado que del
2.2-3.5 % de los lactantes son alérgicos a la leche de vaca, seguidos de los
cacahuates y los frutos secos. Sin embargo, estudios recientes realizados a gran
escala han demostrado que alrededor del 35 % de estos lactantes con alergia a la
leche son a la edad de 5-6 afios y esta cifra puede aumentar hasta el 80 % a los 16
afios. Otro problema asociado al consumo de leche de vaca es la "intolerancia a la
lactosa". Se debe a que la principal fuente de hidratos de carbono en la leche de
vaca es la lactosa y la ausencia o deficiencia de la enzima lactasa en el tracto
digestivo humano evita que pueda digerirse la lactosa. Esto puede observarse
ampliamente en el 15-75 % de los adultos. Algunos estudios han demostrado que
el 80 % de las personas de origen africano y el 100 % de las personas de origen

indio americano son intolerantes a la lactosa (Vanga & Raghavan, 2017).

Ademas, la leche puede contener residuos que pueden provenir de animales no
saludables y que tienen el potencial de contener patdgenos transmitidos por los
alimentos. Estas preocupaciones son aun mayores en los paises en desarrollo
donde existe una supervision deficiente en el uso de antibidticos en animales,
tiempos de retiro de leche y pruebas de residuos de antibiéticos. Esto es importante
porque la presencia de adulterantes antibiéticos en la leche puede tener un impacto
profundo en la salud de los bebés y nifios en regiones que ya enfrentan altas tasas
de enfermedades diarreicas y desnutricion. Los residuos de antibidticos pueden
tener un impacto negativo en el microbioma de quienes consumen leche adulterada,
lo que provoca disbiosis, un cambio en la microbiota asociado con estados
patolégicos. La disbiosis puede durar afios, lo que genera riesgos para la salud a
largo plazo, especialmente en bebés y niflos, como retraso en el crecimiento,
respuesta inmunitaria comprometida y enfermedad diarreica recurrente (Garcia y
col., 2019).



Asimismo, la creciente demanda de dietas vegetarianas y veganas en todo el
mundo, la preocupacion por la salud y el medio ambiente, asi como otros factores
como el contenido de grasas saturadas en leche entera, que pueden causar un
aumento del colesterol por consumo de leche de bovino, han impulsado al
consumidor y a la industria alimentaria a buscar alternativas de productos mas
saludables y sostenibles. Algunos investigadores también han reportado una
relacion entre mayor riesgo de cancer asociado al consumo regular de leche tanto
en hombres como en mujeres. Es por esta razén que el aumento de la demanda de
productos alternativos a las leches bovinas ha aumentado en las ultimas décadas
(Vanga & Raghavan, 2017).

1.3 ¢Qué son los productos analogos vegetales?

En la literatura no existe una definicion para “leche” vegetal ni una clasificacion de
estas alternativas de leche vegetales, aun hay un debate sobre si estos productos
deben llamarse "leche" o "bebida/jugo”. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-155-SCFI-2012 se define como leche al producto obtenido de la secrecion de
las glandulas mamarias de las vacas, sin calostro el cual debe ser sometido a
tratamientos térmicos u otros procesos que garanticen la inocuidad del producto;
ademas puede someterse a otras operaciones tales como clarificacion,
homogeneizacion, estandarizacion u otras, siempre y cuando no contaminen al
producto y cumpla con las especificaciones de su denominacion. Esta es una
definicion que no se ajusta a los productos que se venden actualmente como
"alternativas a la leche", sin embargo, en la mayoria de los casos sus usos son
similares a la leche de vaca. Son llamadas también "alternativas no lacteas" que

incluyen principalmente extractos de soja, de almendras, de arroz, y de coco.

[1.3.1 Beneficios de las alternativas de leche vegetales

Los productos alternativos de leche, de origen vegetal, suelen ser percibidos como
saludables, debido a las percepciones negativas que existen sobre los efectos de
alergenicidad de algunos nutrientes de la leche de vaca y las repercusiones en la

salud. En los extractos vegetales las propiedades nutricionales varian mucho,



debido a que dependen en gran medida de la materia prima, el procesado, el

enriquecimiento y la presencia de otros ingredientes, como edulcorantes y aceites.

Desde el punto de vista nutricional, los macronutrientes y el contenido proteinico de
los extractos vegetales suele ser inferior al de la leche de vaca, sin embargo, son
mas ricas en fibra, 4cidos grasos insaturados y no contienen colesterol. Ademas,
algunos compuestos derivados de plantas tienen efectos favorables para la salud,
gue pueden estar presentes en las bebidas producidas a partir de esa materia prima.
Por ejemplo, en varios estudios se ha observado que sustituir la leche de vaca baja
en grasa por extracto de avena o de soja reduce las concentraciones plasmaticas
de colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en personas sanas tras 4
semanas de tratamiento. Los extractos vegetales que contienen soja se han
considerado un alimento saludable, ya que, la soja tiene un considerable contenido
de isoflavonas, que producen efectos positivos en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares, cancer de préstata y osteoporosis (Makinen y col., 2015).

1.4 Desarrollo de productos alternativos de lacteos

Los seres humanos han consumido productos lacteos desde hace siglos, y una gran
parte de la poblacién actualmente sigue consumiendo cantidades considerables de
estos productos, debido a que, son considerados una excelente fuente de
nutrimentos por su alto contenido de calcio, grasas, carbohidratos y proteinas, todos
ellos esenciales para llevar una dieta completa y balanceada que es dificil de
encontrar en otros alimentos. No obstante, hay una gran demanda a nivel mundial
de productos no lacteos, que se relaciona con la disponibilidad de la leche, y su
impacto en el medio ambiente. Asimismo, se han realizado investigaciones de las
gue han surgido varias preocupaciones y riesgos acerca del consumo excesivo de
productos lacteos como los canceres de ovario y de préstata. Sin embargo, el riesgo
mas comun derivado del consumo de leche o productos lacteos es la intolerancia a
la lactosa (LI) que afecta aproximadamente al 75 % de la poblacion mundial. Debido
a que la intolerancia a la lactosa suele ser una enfermedad hereditaria que inhabilita
la digestion de la lactosa debido a la deficiencia de lactasa, el principal tratamiento

para personas intolerantes consiste en evitar consumir los alimentos que contienen
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lactosa y sustituir la leche y los productos lacteos por productos sin lactosa.
Ademas, las personas evitan consumir productos lacteos no solo por la intolerancia
a la lactosa (LI), sino por cuestiones de salud, como la alergia a algunos
componentes de la leche de vaca, el colesterol, fenilcetonuria, asi como por
opciones de un estilo de vida como una dieta vegetariana/vegana o la preocupacion
por los residuos de hormonas de crecimiento o antibioticos en la leche de vaca
(Mé&kinen y col., 2015).

Es por esta razén, que en la actualidad se han desarrollado alternativas a los
productos lacteos, con la finalidad de cambiar la dieta moderna a una dieta basada
en plantas que pueda mejorar la salud humana, disponible para el consumo de
personas intolerantes a la lactosa, que aumente la sostenibilidad alimentaria y
reduzca la contaminacion, el uso de la tierra y el uso del agua. Hoy en dia, se han
desarrollado varios productos en el mercado sustitutos de la leche a base de
almendras, coco, soja, arroz y avena. Sin embargo, muchos consumidores no estan
dispuestos a consumir estos productos, ya sea por el sabor, o por la funcionalidad
de sus componentes que no se comportan de la misma forma que la leche de vaca.
Por lo tanto, es necesario que se comprendan las bases fisicoquimicas de los
atributos funcionales de las alternativas de leche, de origen vegetal, para desarrollar
productos comerciales mas aceptables para obtener un mayor numero de

consumidores potenciales (McClements y col., 2019).

1.5 Productos bebibles

Un producto bebible es cualquier sustancia que puede beberse, como jugos,
refrescos, leche, yogurt, cerveza, etc. Se clasifican en dos tipos, las bebidas
alcohdlicas y las no alcohdlicas; estas ultimas se dividen en carbonatadas y no
carbonatadas. Las bebidas se consumen por su valor alimentario como la leche o
el yogurt, pero otras se consumen para calmar la sed, por sus efectos estimulantes

0 porgue su consumo es placentero (Potter & Hotchkiss, 1995).

Las bebidas funcionales son bebidas no alcohdlicas que contienen ingredientes no

tradicionales como minerales, vitaminas, aminoacidos, fibras dietéticas (FD),
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probidticos, frutas crudas afiadidas, etc., con efectos beneficiosos para el organismo
gue pueden clasificarse en términos generales como "nutracéuticos” y "alimentos
funcionales”. Estos alimentos se clasifican como alimentos fortificados, enriquecidos
0 mejorados que ejercen beneficios positivos para la salud del cuerpo humano. Las
bebidas lacteas funcionales ocupan un lugar muy importante dentro del segmento
de los alimentos funcionales con mas del 40 % del mercado. La mayoria de estos
productos lacteos funcionales son fermentados, como el yogurt, los productos bajos
en lactosa o sin lactosa y los suplementados con ingredientes funcionales como

minerales, vitaminas, y probiéticos/prebidticos (Turkmen y col., 2019).

11.5.1 Bebidas a base de almendras

Actualmente se han desarrollado varios productos derivados de almendras que
estdn adquiriendo una relevancia significativa en la industria alimentaria,
especialmente extracto de almendras, denominado comercialmente como “leche”
de almendras y el aceite de almendras. El extracto de almendras constituye una
excelente alternativa a la leche de vaca, debido a su alto contenido en acidos grasos

monoinsaturados, que ayudan a controlar el peso corporal y a reducir las LDL.

Ademas, el extracto de almendras se promociona como un alimento saludable, ya
que, las almendras tienen una composicion equilibrada en proteinas, grasas y otros
compuestos vegetales beneficiosos. Es una fuente notable de a-tocoferol (36.4 %),
gue desempefia un papel fundamental en la lucha contra las reacciones de los
radicales libres y, por tanto, en la prevencion del estrés oxidativo. Ademas, estan
enriquecidas con minerales como magnesio (19.5 %), cobre (16.0 %), fésforo (13.4
%) y también poseen un alto contenido de fibra (13.2 %) (Barral-Martinez y col.,
2021).

11.5.1.1 Almendra

[1.5.1.1.1 Caracteristicas generales

La almendra (Prunus dulcis) es una especie del género Prunus y del subgénero

Amygdalus (Rosaceae, subfamilia Prunoideae) que se cultiva comercialmente en



todo el mundo en regiones de clima mediterraneo célido y arido (Hussain y col.,
2021).

Las almendras se consideran una fuente rica en nutrientes puesto que contienen
lipidos (alrededor del 50 %), proteinas (alrededor del 25 %) e hidratos de carbono
(alrededor del 20 %), tienen un bajo contenido de humedad y diversos compuestos
bioactivos menores. Los efectos beneficiosos que se han atribuido al consumo de
almendras estan asociados a su composicion en macro y micronutrientes; algunos
de estos efectos son la disminucion de enfermedades cronicas como las
cardiopatias coronarias y la diabetes de tipo 2, asi como al mantenimiento y control
del peso. Entre los principales compuestos con propiedades beneficiosas para la
salud, se puede destacar el perfil lipidico: contienen acidos grasos monoinsaturados
(MUFA, 60 %), seguidos de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, 30 %), fibra,

vitaminas, minerales, fitoesteroles y polifenoles (Barreca y col., 2020).

[1.5.1.1.2 Composicidn quimica y valor nutricional

Las almendras son un alimento rico en nutrientes en una racion estandar de 28 g
(como % del valor diario o VD). Son definidas como una excelente fuente de
vitamina E y manganeso. Ademas, son una buena fuente de varios minerales como
magnesio, cobre, fosforo, fibra, asi como de riboflavina y proteinas, de acuerdo con
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA, por sus siglas en
inglés). Entre los principales compuestos con propiedades beneficiosas para la
salud, se puede destacar el perfil lipidico: contienen acidos grasos monoinsaturados
(MUFA, 60 %), seguidos de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, 30 %), fibra,
vitaminas, minerales, fitoesteroles y polifenoles (Barreca y col., 2020). Varios
estudios recientes han reportado que las almendras contienen una variada gama de

compuestos fenolicos y polifenélicos (Chung-Yen y col., 2006).

El componente principal que contienen las almendras es la grasa, y se ha observado
en humanos que una proporcion considerable de los lipidos se digiere y absorbe

lentamente y otra proporcion no se digiere en absoluto, el Cuadro 1 muestra la



composicién nutricional por cada 100 g de almendras de acuerdo con lo reportado
por la USDA (2018).

Cuadro 1. Composicion nutricional de la semilla de almendra en 100 g (USDA,

2018).

Por cada 100 g

Macronutrientes
Agua (9) 5.25
Energia (cal) 578
Proteina (g) 21.26
Grasa total (g) 50.64
Carbohidratos (g) 19.74
Fibra dietética (g) 11.80

Minerales, vitaminas, lipidos y aminoacidos

Calcio (mg) 248
Hierro (mg) 4.30
Magnesio (mg) 275
Fosforo (mg) 474
Potasio (mg) 728
Tiamina (vitamina B1) (mg) 0.24
Riboflavina (vitamina B2) (mg) 0.81
Vitamina B6 (mg) 0.13
Vitamina A (Ul) 5.00
Vitamina E (mg) 25.87
Grasas saturadas (g) 3.88
Grasas monoinsaturadas (g) 32.16
Grasas poliinsaturadas (g) 12.21
Lisina (g) 0.60
Arginina (g) 2.47
Total fendlicos (mgb) 418
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El contenido de carbohidratos por cada porcion de 100 g de almendra se encuentra
alrededor de 20-21.6 g, esto constituye alrededor del 22 % del peso de fruto fresco.
Aproximadamente 4.4 g de los hidratos de carbono se encuentran en forma de
azucares y forman parte del contenido total de azucares en las almendras. Se
pueden clasificar como un alimento bajo en azlcar de acuerdo con la normativa
europea (Parlamento Europeo y Consejo, 2007). Las principales azucares
presentes en las almendras son sacarosa, maltosa, glucosa, fructosa y galactosa.
Ademas de azlcares, las almendras contienen alrededor de un 0.7 g de almidon
por cada porcién de 100 g (Hussain y col., 2021). Estos compuestos pueden ser
digeridos y metabolizados por el organismo, sin embargo, los polisacaridos
insolubles presentes, no pueden ser absorbidos ni digeridos por el organismo, y no
proporcionan energia, pero pueden tener otros beneficios fisioldgicos en el

organismo.

La Asociacion Americana de Quimicos de Cereales (Association of Cereal
Chemists), AACC (2001) define la “fibra dietética como la parte comestible de las
plantas o hidratos de carbono analogos que son resistentes a la digestién y
absorcion en el intestino delgado, con fermentacién completa o parcial en el
intestino grueso”. Esta fibra dietética estda compuesta por polisacaridos insolubles,
oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta. Una porcién de 100 g
de almendras aporta 12.5 g de fibra dietética y se clasifican como un alimento rico
en fibra dietética de acuerdo con la normativa europea. La principal fuente de fibra
estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y otros componentes no carbohidratos
de las células vegetales. La parte de fibra insoluble en las almendras promueve
efectos beneficiosos fisiolégicos como el laxante, y/o atenla los niveles de

colesterol en sangre y la glucosa en sangre (Ellis y col., 2004).

El contenido total de proteinas por cada porcion de 100 g de almendras se
encuentra alrededor de 21.2 g lo que equivale al 21.2 % del peso fresco de la
almendra, esto las convierte en una excelente fuente de proteinas vegetales, las
cuales aportan todos los aminoacidos esenciales lo que las convierte en proteinas

de buena calidad. Los aminoacidos que predominan en las almendras son los
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aminoacidos cargados negativamente: acido aspartico y acido glutdmico (Hussain
y col., 2021). La principal proteina de almacenamiento de las almendras es la
amandina, un tipo de alérgeno que constituye mas del 70 % del contenido total de
proteinas solubles (Hussain y col., 2021). El Cuadro 2 muestra el contenido de
aminoécidos en la proteina de la almendra de acuerdo con lo reportado por la USDA
(2008).

Las almendras son una buena fuente de vitaminas, ya que, son naturalmente ricas
en vitamina E (25.6 mg/100g) y riboflavina (vitamina B2), sin embargo, carecen de
vitaminas C, D y K. El contenido de cenizas en las almendras se encuentra entre
los 2-3 g por cada porcion de 100 g. Las almendras son una fuente abundante de
minerales tales como calcio (264 mg/100 g) y magnesio (268 mg/100 g), a su vez,
son ricos en potasio (728 mg/100 g) y bajos en sodio lo que las convierte en un
alimento ideal para personas hipertensas, y también contienen trazas de selenio
(2.50 pg/100 g) (Richardson y col., 2009).

En cuanto al contenido de lipidos son una fuente abundante, el porcentaje total de
grasa de la almendra por cada porcion de 100 g es de 50 g. Estos lipidos producen
varios efectos beneficiosos a la salud humana, puesto que, el mayor porcentaje de
estas grasas corresponde a &cidos grasos monoinsaturados (31.6 g/100 g),
seguidos de acidos grasos poliinsaturados (12.3 g/100 g), mientras que el contenido
de grasas saturadas (3.7 g/100 g) es el mas bajo. Esto quiere decir, que el contenido
de &cidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados es mas del 80% y constituyen
el contenido graso de las almendras en el grano. El acido oleico (30.61 mg/100 g)
es el acido graso monoinsaturado predominante mientras que el acido linoleico
(12.06 mg/100 g) es el acido graso poliinsaturado predominante (Richardson y col.,
2009).

Las almendras contienen fitonutrientes, como &cidos fendlicos, fitosteroles y
compuestos polifendlicos que producen beneficios al cuerpo humano. Ademas, las
almendras no contienen colesterol, pero si algunos fitosteroles que limitan la

absorcion de colesterol manteniendo los niveles de colesterol en la sangre. Entre
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los fitosteroles que mas abundan en las almendras podemos encontrar el

campesterol, el B-sitosterol, el 5-avenasterol y el estigmasterol (Allen, 2008).

Cuadro 2. Contenido de aminoacidos en 100 g de almendra (USDA, 2018).

Aminoéacido Por 100 g
Triptéfano (g) 0.211
Treonina (g) 0.601
Isoleucina (g) 0.751
Leucina () 1.47
Lisina (g) 0.568
Metionina (g) 0.157
Cistina (g) 0.215
Fenilalanina (g) 1.13
Tirosina (g) 0.45
Valina (g) 0.855
Arginina (g) 2.46
Histidina (g) 0.539
Alanina (g) 0.999
Acido aspartico (g) 2.64
Acido glutamico (g) 6.21
Glicina (g) 1.43
Prolina (g) 0.969
Serina (g) 0.912
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I1.6  Alimentos funcionales

En los ultimos afos, se han desarrollado alimentos que ademas de satisfacer las
necesidades humanas, brindan beneficios, son mas saludables, y reducen el riesgo
de padecer enfermedades cronicas. Estos alimentos se denominan “alimentos
funcionales”, son todos aquellos alimentos tradicionales que se modifican para que
aporten beneficios al consumidor, en comparacion a los alimentos no modificados.
Por definicion, un alimento funcional es un alimento procesado que ha demostrado
con éxito uno o mas beneficios en el organismo, ademas de los efectos nutricionales
que aporta, ya sea con una mejora funcional o una reduccion del riesgo de
enfermedad. Su mejora funcional puede relacionarse con (1) el crecimiento, el
desarrollo y la diferenciacion celular; (2) el metabolismo de sustratos; (3) la defensa
contra especies oxidativas reactivas; (4) el sistema cardiovascular; (5) la fisiologia
y funcion gastrointestinal; y (6) el comportamiento y las funciones psicoldgicas (Kaur
& Das, 2011).

Las caracteristicas distintivas de los alimentos funcionales consisten principalmente
en ser alimentos convencionales, con un valor nutricional que aporta beneficios a la
salud. Deben estar elaborados con ingredientes naturales, no sintéticos, que
puedan promover condiciones de salud 6ptima, y reducir el riesgo de varias
enfermedades no transmisibles como la dislipidemia, el cancer, la diabetes de tipo
2, los accidentes cerebrovasculares y las enfermedades cardiovasculares (ECV)
(Granato y col., 2020). Para cumplir con los requisitos marcados por la normativa
de cada pais, los alimentos funcionales deben ser validados mediante ensayos de
intervencion. Por ejemplo, la Agencia Brasilefia de Reglamentacion Sanitaria
(ANVISA) en Brasil, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en la
Union Europea, y la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en los
Estados Unidos. Ademas, para que un alimento sea clasificado como funcional,
debe ser de libre acceso sin necesidad de prescripcion médica (o consejo médico)
y debe tener evidencia de que aporta beneficios a la salud cuando se consume

regularmente como parte de una dieta bien balanceada (Lenssen y col., 2018).
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1.7 Probiéticos

El término probidticos de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO) se define como “microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la
salud del huésped”. Para que un probidtico pueda ser considerado como tal, el
microorganismo debe sobrevivir a un entorno acido y a la exposicion a las sales
biliares que se encuentran en el cuerpo humano, debe tener una buena capacidad
de absorcion en el intestino y una marcada relacion con algun marcador de salud

en los ensayos clinicos (Kaur & Das, 2011).

Los probidticos consisten principalmente en los microorganismos de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, pero también hay otros muy importantes como las
levaduras, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Propionibacterium vy
Saccharomyces. Las bacterias lacticas y las bifidobacterias han sido las méas
estudiadas y empleadas dentro del campo de los probiéticos ya que forman parte
de la microbiota intestinal. Estas bacterias probiéticas se utilizan en la industria
alimentaria para la produccién de varios alimentos funcionales, entre los que se
encuentran productos lacteos como leche, leches acidificadas, yogures, quesos,
cremas y helados, también se han utilizado en productos no lacteos como productos
carnicos, pan, aperitivos de fibra de cereales, zumos etc. El nimero de células
probidticas viables en un alimento necesarias para lograr observar un efecto
evidente es de 108 — 10° UFC por dia, que varia dependiendo de la cepa y bacteria,

asi como de las condiciones fisiologicas del huésped (Chugh & Kamal-Eldin, 2020).

Las bacterias probidticas principalmente las acido lacticas y las bifidobacterias,
tienen distintas actividades metabdlicas que son catalizadas por enzimas como
amilasas, proteasas, esterasas Yy lipasas, de las cuales puede carecer el huésped.
Asimismo, pueden producir enzimas como la f-galactosidasa y lactasa que mitigan
la intolerancia a la lactosa. Otros beneficios que aportan son: 1) Combaten las
bacterias nocivas del tracto gastrointestinal, 2) Mejoran las actividades metabdlicas
y el valor nutricional, 3) Proveen efectos antioxidantes, antiinflamatorios e

inmunomoduladores, 4) Reducen las alergias y mejora la funcion intestinal, 5)
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Reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares, 6) Reducen el riesgo de
cancer (O’Toole & Cooney, 2008).

Los mecanismos de accion de las bacterias probioticas en el organismo consisten
basicamente en la inhibicibn competitiva de la multiplicacion de bacterias patégenas
mediante el cambio del pH y la reduccion de la disponibilidad de oxigeno, lo que
conlleva a condiciones intestinales menos favorables, la inhibicion no competitiva
mediante la produccién de bacteriocinas, la sintesis de micronutrientes esenciales
como vitaminas, aminoacidos y enzimas, y la mejora de la biodisponibilidad de los
nutrientes de la dieta, la estimulacién del sistema inmunitario del huésped y la
mejora de la actividad metabdlica de los hidratos de carbono (Chugh & Kamal-Eldin,
2020).

[1.7.1 Probidticos en productos a base de plantas

La viabilidad de los probioticos en los productos alternativos de lacteos, de origen
vegetal, es un factor critico que debe tenerse en cuenta al utilizar estos productos

como portadores de probidticos.

Los sustitutos de la leche a base de plantas, como los extractos de almendras, de
soya y de avena, generalmente tienen un bajo contenido de proteinas y es posible
que no proporcionen un entorno Gptimo para la supervivencia de los probidticos. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que ciertos sustitutos de la leche a
base de plantas pueden ser portadores efectivos de probidticos, y la viabilidad de
estos microorganismos puede mantenerse a través de condiciones apropiadas de
procesamiento y almacenamiento. Por ejemplo, la adicion de prebiéticos como la
inulina o la oligofructosa a los sustitutos de la leche de origen vegetal puede mejorar
la supervivencia de los probiéticos al proporcionar un entorno favorable para su
crecimiento y metabolismo. Ademas, el uso de técnicas de fermentacion y cultivos
iniciadores adecuados también puede mejorar la viabilidad de los probioticos en los
productos lacteos de origen vegetal (Rasika y col., 2020).
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En general, la viabilidad de los probidticos en los productos alternativos lacteos de
origen vegetal se puede mantener mediante condiciones adecuadas de
procesamiento y almacenamiento. Esto puede permitir la entrega de estos
microorganismos beneficiosos a los consumidores que tal vez no puedan consumir
productos probitticos a base de lacteos, al mismo tiempo que brinda beneficios
adicionales para la salud debido al perfil nutricional de los sustitutos de la leche a

base de plantas.

11.7.2 Lactobacilos

Los lactobacilos son bacilos grampositivos que no forman esporas y se caracterizan
por formar una parte importante de la flora bacteriana humana normal. Podemos
encontrarlas usualmente en la boca, el tracto gastrointestinal (Gl) y el tracto
genitourinario femenino. MicroscOpicamente estas bacterias se presentan como
bastoncillos no méviles, finas y de longitud variable. La mayoria de las especies de
lactobacilos son anaerobios facultativos que crecen en presencia 0 ausencia de
oxigeno. El principal producto metabdlico final de los lactobacilos durante la
fermentaciéon de la glucosa es el acido lactico. En la industria de alimentos los
productos fermentados por estas bacterias presentan un descenso del pH debido a
la produccion del acido lactico que inhibe el crecimiento de bacterias putrefactivas
y patdgenas. Ademas, estos organismos también aumentan el valor nutricional de
los alimentos fermentados, debido a que las bacterias productoras de acido lactico
contribuyen a la produccién de aminoacidos esenciales y vitaminas, asi como una

mayor biodisponibilidad de minerales (Slover & Danziger, 2008).

Las especies de lactobacilos aisladas del tracto gastrointestinal incluyen a
Lactobacillus brevis, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum y L.
salivarius. Actualmemte, se han identificado mas de 70 especies diferentes de

Lactobacillus (Slover & Danziger, 2008).
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11.7.2.1.1 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei pertenece al género Lactobacillus que es el género mas grande
de la familia de las Lactobacillaceae, son bacterias grampositivas, con forma de
bastoncillos, facultativamente anaerobias o microaerofilicas, no formadoras de
esporas, tolerantes a los &cidos y catalasa negativas con un contenido de ADN G+C
gue suele ser inferior al 50 mol %. El grupo de Lactobacillus casei se divide en tres
especies heterofermentativas facultativas relacionadas desde el punto de vista
genotipico y fenotipico, L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus, las cuales estan
estrechamente relacionadas y son heterofermentativas facultativas, tienen un
contenido de 45-47 mol % de ADN G+C y tienen tipos de peptidoglicanos idénticos
(L-Lys-DAsp). Las cepas probidticas mas conocidas de este grupo como, por
ejemplo: L. casei cepa Shirota y L. rhamnosus GG se usan en todo el mundo en
productos lacteos fermentados, en suplementos alimenticios o como probi6ticos

para mejorar la salud y aportar beneficios al huésped (Huang y col., 2018).

Lactobacillus casei actia como probiotico, es decir, son bacterias con beneficios
asociados a la salud, solo si se administran en cantidades adecuadas. Algunas de
las aplicaciones mas prometedoras para el grupo de Lactobacillus casei es la
capacidad de algunas cepas que ayudan a mantener una microbiota sana, ademas
de que podrian emplearse con fines profilacticos o terapéuticos en una serie de
enfermedades relacionadas con alteraciones de la microbiota intestinal.
Lactobacillus casei tiene un gran potencial y puede utilizarse en el campo de los

nuevos alimentos funcionales y en el desarrollo de farmacos (Hill y col., 2018).

En general, Lactobacillus casei es una bacteria con muchas caracteristicas que
pueden ser aplicadas en varios campos de investigacion, sin embargo, su uso como
probiotico en alimentos provee beneficios importantes en el cuerpo humano como

mejorar la microbiota y aumentar la salud intestinal.

1.8 Fermentacion

El término “fermentacidn” es un proceso que consiste basicamente en la produccion

de cambios quimicos en un sustrato organico, esto como resultado de la accion de
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enzimas microbianas, obteniéndose como producto burbujas de diéxido de carbono.
Sin embargo, la fermentacion tiene un significado distinto tanto para la bioquimica
como para la microbiologia industrial. En bioguimica, se define fermentacién como
el proceso mediante el cual se obtiene energia a partir del catabolismo de
compuestos organicos, es decir, un proceso de generacion de energia en el que los
compuestos organicos pueden actuar tanto como donantes de electrones como
aceptores terminales de electrones, por ejemplo: en el proceso del catabolismo del
azucar que consiste en un proceso oxidativo en condiciones aerobias, la reoxidacion
del nucleétido de piridina reducido se produce por transferencia de electrones
mientras que en condiciones anaerobias la oxidacion del nucle6tido de piridina
reducido se acopla a la reduccién de un compuesto organico. Por otro lado, en la
microbiologia industrial se define fermentacién al proceso de produccion de
cualquier producto mediante el cultivo masivo de un microorganismo, como por
ejemplo, la produccién de etanol por la accion de levaduras sobre extractos de malta

o de frutas que se realiza a gran escala (Stanbury y col., 2017).

Existen cinco grandes grupos de fermentaciones de importancia comercial a nivel
mundial que consisten en: 1) Las que producen células microbianas (o biomasa)
como producto. 2) Las que producen enzimas microbianas. 3) Los que producen
metabolitos microbianos. 4) Las que producen productos recombinantes. 5) Las que
modifican un compuesto que se afiade a la fermentacién (el proceso de
transformacion) (Stanbury y col., 2017). Sin embargo, los dos procesos de mayor
importancia e investigacion son la fermentacion alcohdlica y la fermentacion lactica.
La fermentacién lactica consiste en la transformacion del acido pirdvico de la
glucdlisis a &cido lactico. En este tipo de fermentacion intervienen normalmente un
grupo de bacterias conocidas como bacterias acido lacticas (BAL) que son las
responsables de muchas de las transformaciones microbianas que se encuentran
en los productos alimenticios fermentados mas comunes. Este grupo se compone
de varios géneros entre los que se incluyen Lactoctoccus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus y son las encargadas de
producir acido lactico como principal producto final (Leroy & De Vuyst, 2004).
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Los alimentos fermentados estan relacionados con diversos beneficios a la salud,
ya que, muchos de estos productos contienen probidticos vivos y tienen
propiedades nutricionales mejoradas debido a la sintesis de bioactivos y una mayor
biodisponibilidad (Knorr & Augustin, 2021).

Por otro lado, estudios clinicos han demostrado que el consumo de alimentos
fermentados puede disminuir el riesgo de enfermedades como diabetes tipo 2,
sindrome metabdlico, enfermedades cardiacas, asi como mantener un mejor control

del peso y de la salud intestinal (Shiferaw & Augustin, 2019).

[1.8.1 Alimentos fermentados a base de plantas

Los alimentos fermentados son aquellos que han sido alterados fisicoquimicamente
por actividades microbianas realizadas en un ambiente regulado. A partir de estas
alteraciones, se mejoran las propiedades que promueven la salud que de otro modo
seria inaccesible en el alimento en su estado original. Los principales beneficios que
aportan los alimentos fermentados van desde un aumento en la biodisponibilidad
nutricional, la seguridad, la calidad sensorial y los nutrientes, hasta una disminucion
en la produccion de sustancias nocivas como antinutrientes y toxinas. En los ultimos
afos, debido a la gran demanda por productos alternativos, asi como el aumento
en la popularidad de los alimentos fermentados debido a los beneficios aportados a
la salud, la comercializacion de estos productos se ha incrementado a nivel mundial
(Rahimy col., 2023).

I11.9 Efectos del ultrasonido en alimentos

Los principales efectos del ultrasonido en la industria alimentaria van desde lograr
la seguridad microbiana, hasta mejorar la calidad nutricional y sensorial del producto
final. El ultrasonido tiene un gran impacto sobre las caracteristicas organolépticas
de los productos alimenticios, como el color, olor, textura, asi como la retencion de
compuestos bioactivos, la disminucion de residuos de pesticidas o de alérgenos en
las frutas, vegetales y leche. Las mejores condiciones para la aplicacion de los
ultrasonidos se basan en regulacion de la frecuencia, la densidad de la energia

acustica, el tiempo de tratamiento, la matriz alimentaria y la temperatura, ya que, a
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partir de esto pueden surgir efectos adversos o beneficiosos en la calidad y

seguridad de los alimentos (Yuan y col., 2021).

El ultrasonido, también se le conoce como cavitacion acustica por sus efectos
fisicos. Debido a que produce cambios en las matrices alimentarias mediante el
crecimiento y colapso de microburbujas como se observa en la Figura 1, que a su

vez causan temperaturas incrementales localizadas, turbulencias, ondas de choque

A

y presiones (Sarangapany y col., 2022).
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Figura 1. El principio del efecto de cavitacion (Sarangapany y col., 2022).

En la Figura 2 se presentan dos tipos distintos de equipos donde (A) es un sonotrodo
y (B) es un bafio de agua ultrasénico que se utilizan principalmente para la

aplicacién de ultrasonidos.
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Figura 2. Sistemas de ultrasonido (Sarangapany y col., 2022).

En el Cuadro 3 se muestran las principales aplicaciones del ultrasonido en la

industria alimentaria.
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Cuadro 3. Aplicacion de ultrasonido en la industria alimentaria (Yuan y col., 2021).

Aplicaciones Productos Ventajas
Extraccion Aromas, polifenoles, | Disminuye el tiempo, se obtienen
minerales. mayores rendimientos y se utilizan
menores temperaturas que conservan
mejor algunos compuestos
termosensibles.
Emulsificaciéon Emulsiones (Kétchup, | Disminuye el tiempo de procesamiento,

mayonesa, etc.)

se obtiene una mejor estabilidad en el

producto.

Fermentacioén

Yogurt, vino, leche,

productos lacteos.

Disminuye el tiempo de procesamiento,

mejora las propiedades reoldgicas,

mejora la calidad organoléptica de los

productos.
Inactivacion Leche, vegetales, frutas. Mejora la calidad organoléptica de los
enzimatica productos, aumenta la retencién de
microbiana sustancias  bioactivas dentro  del
producto.
Congelacion Carne, vegetales, frutas, | Mejora la estabilidad, disminuye el

cristalizacion

productos lacteos.

tiempo, produce cristales mas pequefios,

mejora la difusion, desciende

rapidamente la temperatura.

Marinado

Vegetales, carne,

pescado, queso.

Disminuye el tiempo, mejora la calidad
organoléptica de los productos, el

producto aumenta su estabilidad.
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[1.9.1 Efecto del ultrasonido en bebidas de origen vegetal

El efecto del ultrasonido en las propiedades fisicas de los productos bebibles a base
de plantas ha sido reportado por Maghsoudlou y col. (2016), quienes revelaron que
la leche de almendra adicionada con aditivos, almidon modificado, lecitina y agar,
usando un tratamiento de ultrasonido a 20 kHz y 300 W disminuia el valor de Brix
en las muestras a comparacion de las muestras no ultrasonicadas. Esto se
correlacion6 con el aumento del tiempo de sonicacién y se atribuy6 a la disrupcién
de las paredes celulares y a la hidrolisis de los polisacaridos, es decir, almidones
modificados, por las fuerzas de cizallamiento de los ultrasonidos causadas por la

cavitacion acustica.

Una de las propiedades més importantes en la formulacién de un producto bebible
a base de plantas es mantener su estabilidad, ya que, determina la aceptacién
sensorial de las alternativas de leches vegetales, no lacteas en el mercado.
Maghsoudlou y col. (2016), utilizaron un tratamiento de ultrasonicacién en muestras
de leche de almendra en donde la sedimentacion de la particula se redujo con el
aumento del tiempo de tratamiento debido al elevado efecto de cizallamiento que
se produjo durante la cavitacion, que fragmenté las moléculas de pectina coloidal
en particulas mucho mas pequefias, lo que a su vez contribuyd a la estabilizaciéon

del sistema coloidal.

Las emulsiones surgen al combinar dos o mas liquidos insolubles, uno de los cuales
se dispersa se denomina fase dispersa, en el otro, la fase continua en forma de
gotitas muy diminutas. Muchos estudios han reportado que la aplicacion de
ultrasonidos de alta intensidad es energéticamente mas eficiente que cualquier otro
método de emulsificacion convencional y moderno. Los impactos fisicos de los
ultrasonidos causados por la cavitacion acustica pueden aumentar la ruptura de las
gotas de aceite, lo que facilita la creacion de emulsiones estables de aceite en agua

con tamafnos de gota pequefos (Sarangapany y col., 2022).

Salve y col. (2019), reportaron el efecto de la ultrasonicacion en el tamafio de

particula en muestras de extractos de mani. Los resultados mostraron que la
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cavitacion ultrasonica de alta intensidad disminuy6 el tamafio de los glébulos de
grasa, causando la fragmentacion de particulas, generandose una matriz bien
definida con particulas suspendidas mas pequefias que condujeron a una menor
sedimentacion en comparacion con la sedimentacion observada en muestras no

ultrasonicadas con particulas de mayor tamafio.
[1.10 Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica emergente que consiste principalmente en la
proteccion de diferentes componentes de alimentos o constituyentes funcionales,
contra diversas condiciones y que permite su liberacion controlada dependiendo el
propésito por el cual se quiera liberar. Puede definirse como un proceso
fisicoquimico o mecanico que atrapa una sustancia o “agente activo” en un material
adecuado para producir particulas esféricas con una membrana semipermeable
delgada pero fuerte que puede ser de varios milimetros, micrometros o nanémetros
(Frakolaki y col., 2020).

Ademas, esta técnica mejora la calidad sensorial al enmascarar algunos sabores u
olores desagradables, asi como, aumenta la seguridad alimentaria al inhibir el
crecimiento de los microorganismos. Se utilizan distintos materiales de
encapsulacién respecto a las propiedades reoldgicas que se busquen en el producto
final, su capacidad para dispersar el compuesto activo y estabilizarlo, su inercia
hacia el compuesto activo y su capacidad para retener adecuadamente el
compuesto activo. Algunos materiales que se utilizan para el recubrimiento incluyen
carbohidratos tales como almidon, maltodextrina, almidon modificado, ciclodextrina,
y celulosa; lipidos como la cera, parafina, cera de abejas, diacilgliceroles; gomas
como la goma arabiga, agar, carragenina y proteinas como gluten, caseina y
gelatina (Choudhury, 2021).

El material encapsulante recibe también el nombre de revestimiento, membrana,
cubierta, capsula, material portador, fase externa o matriz. Se utilizan distintas
técnicas de encapsulacion como secado por aspersion, liofilizacion, coacervacion,

extrusion, etc. Estas técnicas conducen a diferencias en las propiedades de las

25


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Choudhury%2C+Nitamani

capsulas, como el tamafio de la capsula, la morfologia, la porosidad, la
higroscopicidad, la hidrofobicidad, la tension superficial y el comportamiento
térmico, por esta razdn, es importante conocer las propiedades del material
encapsulante, asi como elegir el método adecuado para lograr el comportamiento

deseado dentro del producto alimentario final (Frakolaki y col., 2020).

[1.10.1 Microencapsulacion de probidticos

La microencapsulacion tiene una gran variedad de aplicaciones dentro de la
industria de alimentos, sin embargo, una de las aplicaciones que ha tenido un mayor
impacto en los ultimos afios es la microencapsulacién de los probidticos. Varios
estudios han reportado que las condiciones bajo las que se deben microencapsular
estos microorganismos son con temperaturas relativamente bajas, con un pH
moderado y bajos niveles de oxigeno. Asimismo, la agitacion debe ser controlada y
el tamafio de las microcapsulas debe ajustarse para proteger a las bacterias y evitar
los efectos sensoriales negativos en caso de obtener una textura gruesa.
Independientemente del método de microencapsulacion que se utilice, el
mecanismo de liberacion de los probiéticos va a depender de la tecnologia y de los
materiales de pared utilizados y de factores como: alteraciones del pH, agentes
quelantes y accién enzimatica (Frakolaki y col., 2020).

Los beneficios de utilizar microcipsulas para encapsular los probiéticos son: 1) Que
pueden crear una barrera fisica que proteja a los probioticos del entorno fisiolégico
como de acidos gastricos, las sales biliares o las enzimas digestivas, 2) Pueden
coencapsular los probioticos con nutrientes especificos que los ayuden a sobrevivir
como carbohidratos digeribles, fibras dietéticas, proteinas, lipidos o minerales, 3)
Pueden contener aditivos que proporcionan un ambiente favorable para los
probidticos, como antiacidos para controlar el pH local, y 4) Pueden estar disefiadas
para atrapar componentes especificos excretados por los probidticos que los

benefician en su supervivencia (Yao y col., 2020).

En la Figura 3 se muestran los rangos de tamafio de particula de cépsulas

producidos con diferentes técnicas de microencapsulacion.
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Tamano de particula [pm) \(I I \ll)

Método Min Max
Electropulverizacion ~0.3 €00
Secado por aspersién 3 ~612 FBD
Coscervacion 10 3,000
Extrugion 15 3,300
X UVN
Emulsificacién ~55 2,250 EXVN
Sacado en lecho fluidizado (FRD)  ~36 ~133
Liofilizacion 70 200 Liofilizacion |
Enfriamiento por aspersion (SCH} 79 a3
Extrusion, boquills vibratoria (EXVN) 110 1,250 Emulzificacion
Secado por pulverizacién {SFD) 1,000 1,400
Extrusion
Coacervacion
Secado por aspersion
Electropulverizacion
0.1 um lpum 10 pim 100 ym 1000 pm 10000 prm
£ e N
f \

Tamano de particula

Figura 3. Rangos de tamafio de particula de cipsulas obtenidas con diversas

técnicas de microencapsulacion (Pech-Canul y col., 2020).

11.10.1.1 Secado por aspersion

La técnica de microencapsulacion llamada secado por aspersion, aunque también
conocida como secado por pulverizacién, es una de las técnicas mas utilizadas en
la industria. Consiste principalmente en la combinacién de transferencia de masay
calor del aire a las gotitas atomizadas y viceversa. El procedimiento consta de tres
pasos indispensables: 1) una emulsion o dispersion en una solucién acuosa de un
material portador, 2) la atomizacion de la mezcla liquida pasa a través de una
boquilla o rueda giratoria y 3) su evaporacion mediante el contacto con aire caliente
0 gas. Se utilizan diversos materiales encapsulantes que se encargan de encapsular
al material activo o de interés y se comporta como un agente protector bajo

condiciones adversas (Frakolaki y col., 2020).
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Los aspectos que pueden afectar la eficiencia del método son las caracteristicas de
operacion del secador (temperatura, tiempo de secado, tipo de atomizacién), las
caracteristicas del alimento (matriz alimentaria y su concentracion, tipo de estrés
aplicado: osmotico, oxidativo o mecanico), las condiciones operativas (temperatura
de secado y velocidad de alimentacion) y las condiciones de almacenamiento. Una
de sus principales ventajas es que es el método mas economico, alrededor de 10
veces mas economico que la liofilizacién, y consta de un solo proceso unitario,
ademas, se obtienen productos secos, estables y con una baja densidad aparente.
Este método tiene una tasa elevada de produccion y una gran cantidad de
materiales encapsulantes disponibles para secar y el secador es facil de operar
(Frakolaki y col., 2020).

11.10.2 Materiales microencapsulantes para probiéticos

11.10.2.1 Goma de algarrobo

La goma de algarrobo (LBG) es un polisacarido de galactomanano no i6nico de alto
peso molecular, extraido de las semillas de Ceratonia Siliqua, es estructural y
guimicamente similar a la goma guar, aunque muestra diferencias significativas.
Debido a que LBG no posee funciones ionizables, la solubilizacién depende de la
cantidad de enlaces de hidrégeno y la calidad del solvente, asi como de sus
unidades ramificadas de galactosa que poseen dos funciones principales:

solubilizacion y antiagregacion del polisacéarido (Petitjean & Isasi, 2022).

En la industria, la goma de algarrobo y el alginato forman un complejo
interpenetrado, Util en la administracion de farmacos debido a su comportamiento
de hinchazén y control de la liberacién de farmacos. Esta matriz generalmente se
prepara mediante la técnica de gelificacion ionotrdpica, utilizando la coacervacion
de alginato, que produce perlas comestibles a partir de materias primas naturales
(Petitiean y col., 2022). Esta técnica se ha empleado también en la encapsulacion
de polifenoles de té (Petitjean y col., 2022). Goral y col. (2018), realizaron un estudio
sobre LBG mezclado con inulina en la produccién de un helado a base de extracto

de coco. Una mayor proporcion de inulina sobre LBG produjo una mejor textura y
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un helado de buen gusto. Se han publicado numerosas patentes de mezclas de
LBG con goma garrofin, polisacaridos variados y proteinas, en su mayoria para la

elaboracion de salsas u otras recetas alimenticias (Petitjean y col., 2022).

1.10.2.2 Goma guar

La goma guar (GUG) es otro polisacérido natural no iénico que se deriva de las
semillas de la planta guar Cyanaposis tetragonolobus. Es un galactomanano,
hablando quimicamente, cuya estructura consiste en un esqueleto de unidades de
D-manosa con enlaces B-1,4 y con cadenas laterales de unidades individuales
dispersas de D-galactosa con enlaces a-1,6. Recientemente se ha descrito como
un material de recubrimiento para la microencapsulacion de probidticos (Pech-
Canul y col., 2020).

En un estudio reciente por Muzzafar & Sharma. (2018), realizaron la
microencapsulacion de un cultivo mixto de tres probidticos (L. acidophilus, L.
rhamnosus y B. longum) usando goma guar y goma xantana como materiales de
recubrimiento que se incorporaron posteriormente con éxito en galletas de crema
en forma de microcépsulas con el objetivo de desarrollar un alimento probiético
funcional. Ademas de la viabilidad probiética mejorada durante el almacenamiento
del producto, encontraron que la incorporacion de microcapsulas probidticas no

afecto el gusto y el sabor de los productos finales.

11.10.2.3 Alginato

Los alginatos son polisacaridos naturales que se obtienen de algas marinas,
compuestos por dos unidades monomeéricas, acido 3-d-manurénico (M) y acido a-I-
gulurénico (G). El alginato tiene la capacidad de formar una estructura reticulada
cuando entra en contacto con cationes divalentes (p. ej., Ca 2*) y se cree que solo
los bloques G en las cadenas de alginato participan en la reticulacion intermolecular

con cationes divalentes para formar hidrogeles (Liu y col., 2020).

Las perlas de alginato con probiéticos que se pueden producir se obtienen mediante

las técnicas de extrusibn o microencapsulacion en emulsion. La técnica de
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microencapsulacion por extrusion se realiza con una jeringa que contiene una
solucion de alginato con la bacteria probidtica y, por medio de la extrusion, la
suspension celular se deja caer sobre una solucion de CaClz2 endurecedora.
Normalmente, las perlas de alginato se reduciran cuando se expongan en
condiciones de &cido gastrico y colapsardn cuando se coloquen en condiciones
intestinales. Este tipo de mecanismo producido por las perlas de alginato se ha
utilizado para producir sistemas de particulas de liberacion sostenida o controlada

para una variedad de probi6ticos, farmacos y proteinas (Liu y col., 2020).

La microencapsulacion de probidticos con alginato se ha utilizado en varios estudios
para evaluar la supervivencia de probioticos en el almacenamiento. Valero-Cases 'y
Frutos (2015), estudiaron la supervivencia de Lactobacillus plantarum encapsulado
con alginato utilizando la técnica de extrusion y emulsiéon y analizaron el efecto del
tiempo de almacenamiento, asi como la supervivencia durante la digestion
gastrointestinal in vitro. Encontraron que después de 15 dias de almacenamiento,
las capsulas mas grandes preparadas por el método de extrusion resistieron mejor
que las capsulas preparadas por el método de emulsion durante las condiciones

adversas del entorno gastrointestinal.

11.10.2.4 Proteina de suero

Las proteinas de suero se encuentran disponibles comercialmente como
concentrados (WPC) y aislados (WPI) que contienen alrededor de 35 -85 %y >
95 % de proteina, respectivamente. Los WPC se caracterizan por un bajo contenido
de grasas y colesterol, y altos niveles de lactosa y lipidos totales, mientras que los
WPI tienen un alto contenido de proteinas y una baja concentracion de lactosa y
lipidos (Liu y col., 2020).

Gomez-Mascaraque y col. (2016) realizaron la microencapsulacion de Lactobacillus
plantarum dentro de una matriz de proteina de suero por medio de la técnica de
electropulverizacion con potencial para la proteccion de los probidticos. Los
resultados mostraron que se lograron pérdidas de viabilidad inferiores a 1 log CFU/g

de modo que las muestras finales tenian recuentos bacterianos medios en el rango
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de 8.7-9.3 log CFU/g, es decir, las microcapsulas conferian a L. plantarum una

proteccion adicional frente a la digestion in-vitro.

11.10.2.5 Almidon

El almidén es un polvo blanco y suave producido por las plantas, que se compone
principalmente de dos polisacaridos de D-glucosa diferentes: la amilosa lineal y la
amilopectina altamente ramificada. La estructura de la amilosa consta de moléculas
lineales con unidades de D-glucosa unidas a a-(1,4) que dan una estructura
helicoidal, mientras que la estructura de la amilopectina consiste en una cadena
central de unidades de D-glucosa unidas a a-(1,4), que esta unida aleatoriamente
con cadenas laterales de unidades de D-glucosa unidas a a-(1,6) (Pech-Canul y
col., 2020).

Las peliculas de almidén son inodoras, insipidas, incoloras, no toxicas y
semipermeables al diéxido de carbono, la humedad, el oxigeno, asi como a los
componentes lipidicos y de sabor, esto las hace adecuadas para utilizarse como
material de recubrimiento en la microencapsulacion de probiéticos. En este sentido,
Baltrusch y col. (2022), evaluaron la administracion de biopolimeros como agentes
de recubrimiento en los rendimientos finales del producto, capacidad antioxidante,
estabilidad y la microestructura. Los materiales de microencapsulacion que
utilizaron consistieron en almidén, carragenina y alginato para estabilizar y proteger
los bioactivos del té a través de la técnica de secado por aspersion. Los
rendimientos del producto variaron del 55 al 58 %. Se lograron altas eficiencias de

microencapsulacion y carga (60—-93 % y 65—-84 %, respectivamente).

11.10.2.6 Pectina

La pectina es un polisacarido anionico extraido de las paredes celulares de las
plantas y que esta compuesto por secuencias largas de acido a-D-galactosilurénico
parcialmente esterificado con metilo (1—4). De forma similar al alginato, la pectina
se asocia cadena a cadena y forma hidrogeles al agregar cationes divalentes, como
Ca*2. La técnica de microencapsulaciéon que utiliza pectina como material de pared

para encapsular bacterias probidticas es similar a la del alginato, que es una técnica
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de extrusion y emulsion. Sin embargo, se ha reportado que las perlas hechas con
pectina son mas resistentes a los entornos gastrico e intestinal. En la literatura hay
menos informacién sobre el uso de la microencapsulacién a base de pectina para
su aplicacion en bacterias probiodticas y en los alimentos, sin embargo, algunas
investigaciones han demostrado su superioridad (Liu y col., 2020).

Nualkaekul y col. (2013), compararon perlas de alginato y pectina para mejorar la
supervivencia de Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 vy Bifidobacterium
longum NCIMB 8809 durante 4 semanas de almacenamiento y encontraron que
ambas perlas mejoraron considerablemente la supervivencia celular. Los resultados
para Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 no mostraron diferencias en la viabilidad
celular entre perlas de alginato y pectina, sin embargo, para Bifobacterium longum
NCIMB 8809, la proteccion de las perlas de pectina fue mucho mayor que la de las

perlas de alginato.
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. HIPOTESIS

La ultrasonicacion de alta intensidad a 20 kHz y 500 W incrementara la estabilidad
y propiedades fisicoquimicas del extracto fermentado a base de almendras,

adicionado de probidticos, durante el tiempo de almacenamiento en refrigeracion.
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IV. OBJETIVOS
IV.1 General

Evaluacion del efecto de ultrasonicacion de extracto de almendra en las
propiedades fisicoquimicas, reologicas y de estabilidad de un producto fermentado

adicionado del probiético Lactobacillus casei ATCC 334.

IV.2 Especificos

e Evaluar el efecto de ultrasonicacién a diferentes amplitudes en extractos de
almendra en la estabilidad fisica, propiedades fisicoquimicas y viabilidad de
L. casei ATCC 334 libre.

e Determinar la cinética de crecimiento del probiético Lactobacillus casei ATCC
334 libre y encapsulado en el producto fermentado de almendra seleccionado
y Su sobrevivencia en el almacenamiento en refrigeracion y en condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal.

e Determinar la viscosidad aparente en los productos fermentados de

almendra.
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V. METODOLOGIA
V.1 Materiales

La harina de almendra se obtuvo de un mercado agricola (Querétaro, México).
Fluoresceina disodica, AAPH, Trolox, Fosfato de potasio dibasico, ABTS, persulfato
de potasio, etanol, peptona de caseina, cloruro de sodio, agar MRS, caldo MRS,
agua destilada, cloruro de potasio, cloruro de calcio, bicarbonato de sodio, pepsina,
pancreatina, hidréxido de sodio y acido clorhidrico se adquirieron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EE. UU.). La goma algarrobo fue proporcionada por Kerry Inc. Se
utilizé almidon alto en amilosa (Cargill, Qro., México) fosfatado mediante el método
convencional como material encapsulante de un trabajo previo del grupo de trabajo
e inulina de agave proporcionada por la empresa Granotec (Qro., México), asi como
aislado de proteina de leche (Granotec, Qro., México). Se utilizd el antibidtico
vancomicina comercial (Vitalis, Qro., México). Se utilizaron cultivos iniciadores de la
marca YO-PROX 753 (Bioprox, Qro., México) (Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbruecki subsp. Bulgaricus). Se utilizé el cultivo probidtico de
coleccion Lactobacillus casei ATCC 334. El resto de los reactivos quimicos a utilizar

fueron grado reactivo a menos que se especificara lo contrario.
V.2 Métodos
V.2.1 Preparacion de materiales encapsulantes

El almidon alto en amilosa por método convencional se llevd a cabo en una
suspension de almidon de acuerdo con el método propuesto por Paschall (1964)
con modificaciones. A una suspension de almidén (56 g/100 ml de agua destilada)
se le adicionaron 2.5 g de trimetafosfato de sodio (STMP) por 100 g de almidén en
base seca y se ajusto el pH a 8.0 utilizando una soluciéon de NaOH al 5 %. La
suspension fue colocada hasta sequedad a 45 °C en horno de conveccién y
posteriormente fue sometido a 130 °C durante dos horas. Las muestras fueron
molidas en un molino de cuchillas eléctrico marca Krups (modelo 6X410011, Qro.,
México). Posteriormente el polvo fue cribado en una malla con apertura de 180 pm

y almacenado a temperatura ambiente en una bolsa de polietileno.
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V.2.2 Microencapsulacion de Lactobacillus casei ATCC 334 mediante secado por

aspersion

Se prepararon suspensiones acuosas del material encapsulante con un contenido
de sélidos del 10 % (p/v). L. casei ATCC 334 fue encapsulado en matrices de
almiddn alto en amilosa fosfatado en una proporcion de 90 % (p/v) de sélidos y un
10 % (p/v) de inulina de agave y por otro lado en una matriz de aislado de proteina
de suero. Las soluciones se homogeneizaron durante 5 min en un homogeneizador
(Turrax, T25-J, Qro., México) a velocidad media (6,000 rpm). Se ajusté el pH a 7.0
con una solucion estéril de de NaOH al 5 %. Las suspensiones fueron calentadas a
bafio Maria (Termobafio Felisa, Qro., México) durante 10 min a 80 °C. En cada
suspension del material matriz se dispersaron aproximadamente 10° UFC/mL de
células del probiético. La concentracion de células se cuantifico en la suspension
antes de la microencapsulacién por secado por aspersion. La microencapsulacion
se llevé a cabo en un secador por aspersion de laboratorio marca Bichi (Modelo B-
290, Suiza). Las condiciones de operacion del secador fueron 150 °C de aire de
entrada, 56-60 °C aire de salida, aspiracion del 90 % y velocidad de alimentacién
de 25 %. La boquilla de atomizacion fue de 0.7 mm de didmetro. Las capsulas fueron
recuperadas del vaso colector del producto del secador con una espatula estéril y

fueron almacenadas en frascos de vidrio estériles cerrados.
V.2.3 Activacién y conteo de Lactobacillus casei

El cultivo liofilizado de Lactobacillus casei ATCC 334 se activd mediante dos
transferencias sucesivas en 3 mL de caldo MRS a 37 °C por 24 h. El conteo de
células se realizé por medio del método de siembra de extension por superficie en
agar MRS. Se llevaron a cabo diluciones decimales de las muestras en una solucion
de peptona al 0.1 %. Las cajas sembradas se incubaron a 37 °C durante 48 h. Para
el conteo de células de L. casei adicionadas en el extracto de almendra, el agar
MRS se adicion6 con 5 mg/L de vancomicina, posterior a la esterilizacién del medio,

una vez que se alcanzo una temperatura inferior a los 40 °C (MRS-V).
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V.2.4 Formulacién del fermentado de almendra

V.2.4.1 Elaboracién del extracto de almendra

La harina de almendra (500 g) se disolvio en 4500 mL de agua destilada y se calento
hasta alcanzar una temperatura de 80 °C. Posteriormente, se mezclé6 con un
turbolicuador modelo TR-270 (Torrey, México) por 5 min, y se filtr a través de una
malla para poder obtener los sélidos residuales de harina de almendra. Se agreg6
0.05 % (p/v) de goma de algarrobo. Finalmente, se calent hasta llegar nuevamente
a 80 °C para evitar el crecimiento bacteriano, y el extracto de almendras se conservo

en refrigeracién a 4 °C para su posterior analisis y uso.

V.2.4.2 Elaboracién del fermentado de almendra

Se inoculd la cepa activada de L. casei en 40 mL de caldo MRS, se incub6 a 37 °C
por 24 horas y se centrifugd a 5000 rpm por 5 min. Posteriormente, las bacterias se
lavaron con agua salina al 0.1 % y se traspasaron a las muestras de extracto de
almendra ultrasonicadas en frascos de vidrio individuales de 100 mL estériles,
cerrados herméticamente, en una concentracién aproximada de 1X108 UFC/g. Se
agregaron 10 mL de cultivo lactico iniciador YO-PROX 753. Los extractos de
almendra se fermentaron hasta alcanzar un pH de 5.0. En un tratamiento adicional
se adicionaron 1 g capsulas con las bacterias probioticas /100 g de extracto de

almendra.

V.2.5 Tratamiento ultrasénico

El extracto de almendra se traté con un equipo ultrasénico modelo AO-04711-50
(Cole-Parmer, USA) a 500 W y una frecuencia constante de 20 kHz, con amplitudes
del 40 % y 80 %. Se utilizaron 100 mL de extracto de almendra para cada muestra

en periodos de tiempo de 5 min y se ultrasonic6 con una sonda de 13 mm.
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V.2.6 Propiedades fisicas

V.2.6.1 Medicién de grados Brix

Los sélidos solubles totales (°Brix) de las muestras tratadas con ultrasonido se
determinaron de acuerdo con el método AOAC (2000) a temperatura ambiente (25
°C £ 1) con un refractometro modelo HI96801 (Hanna, Qro., México) y se expresaron

como °Brix.

V.2.6.2 Estabilidad fisica

Para evaluar la estabilidad de los extractos fermentados de almendra, se
adicionaron 100 mL del extracto en frascos de vidrio individuales y se almacenaron
a 4 °C. Después de 10 dias de almacenamiento, se midio la capa de precipitado

(volumen), de estar presente, y se calculd el porcentaje de separacion (v/v).

V.2.7 Propiedades quimicas

V.2.7.1 Medicion de la acidez titulable y el pH

La acidez titulable y pH fueron determinados en muestras de 10 mL. Para % acidez
se llevo a cabo una titulacion utilizando 0.3 mL de fenolftaleina como indicador y
NaOH 0.1 N como titulante siguiendo lo establecido por la NOM-185-SSAI-2002 y
se expreso6 en % de acidez, como se especifica en la siguiente ecuacion (1):

VxNx9

% Acidez= (1)

Donde

V = Volumen gastado de hidréxido de sodio (mL)
N = Normalidad del hidréxido de sodio (Eg/L)

M = Masa de la muestra (g)
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V.2.8 Viscosidad aparente

La viscosidad aparente del extracto fermentado, previamente equilibrado a 25 °C se
midid de acuerdo con lo descrito por Bancalari y col. (2020), por medio de un
viscosimetro digital DV2T (Brookfield, Wisconsin, EE. UU.) equipado con un husillo
Al. La temperatura se mantuvo a 25.0 + 0.5 °C.

V.2.9 Analisis microbiolégico

V.2.9.1 Cinética de crecimiento

El tiempo cero de la cinética de crecimiento fue tomado posteriormente a la
inoculacion del medio de crecimiento en los extractos de almendra previamente
tratados con el ultrasonido. Se considero el tempo desde que inicio la fermentacion
de las muestras de extracto de almendra hasta llegar a un pH de 4.5 — 5.0. Se
realizaron conteos bacterianos tomando 1 mL de cada frasco de vidrio con el
extracto fermentado de almendra y diluciones seriadas en tubos de ensayo con 9
mL de peptona de caseina. Las diluciones 7 y 8, se sembraron en agar MRS
utilizando la técnica de extensién en placa. Posteriormente, las cajas de Petri se
incubaron a 37 £ 1 °C en aerobiosis durante 48 h. Los resultados se expresaron en
Logio UFC/mL. Los recuentos bacterianos se analizaron en un contador de colonias.
Los medios utilizados para el conteo de iniciadores fueron agar M17 para
Streptococcus thermophilus y agar MRS pH 5.0 para Lactobacillus bulgaricus. Los

probidticos libres y encapsulados fueron cuantificados en agar MRS-V.

V.2.9.2 Evaluacioén de la sobrevivencia de Lactobacillus casei en muestras de

extracto fermentado de almendra almacenadas a 4 °C.

Las muestras de extracto fermentado de almendra fueron almacenadas en frascos
de vidrio estériles de 100 mL con tapa de aluminio, herméticamente cerrados a una
temperatura de refrigeracion de 4 °C. Se determiné la viabilidad de las células
iniciadoras y el probidtico libre y microencapsulado en las muestras inoculadas a las
24 horas de su elaboracion, a los 7 dias, 14 y 21 dias de almacenamiento, mediante

la técnica de extension en superficie.
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V.2.10 Tolerancia a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal (TGI) in-

vitro.

A los 28 dias de almacenamiento, se evalud in vitro la supervivencia de los
probioticos en el fermentado de almendra en condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal como lo describe Fernandez de Palencia y col. (2008) con algunas

modificaciones.

Para simular las condiciones gastricas se adicionaron 3 g de muestra de fermentado
de almendra con 3 mL de saliva artificial y se realiz6 la cuenta viable de los
microorganismos probiéticos (TGO); posteriormente se adicionaron 24 mL de jugo
gastrico simulado a pH 5, se homogenizaron las muestras manualmente por 1
minuto y se colocaron a 37 °C durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se
ajustaron las muestras a un pH 3.8 y fueron incubadas a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, se ajustd nuevamente el pH hasta llegar a 2.0 y se mantuvieron en
incubacion a 37 °C durante 70 minutos (TG1). Se monitore6 la cuenta viable una
vez que se concluyé el tiempo de residencia en cada ajuste de pH. Posteriormente
las muestras fueron expuestas a condiciones intestinales simuladas. Para ello se
agrego jugo intestinal simulado recién preparado, se ajusté a pH 5.0 y se incubaron
las muestras a 37 °C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se ajust6 el pH
de las muestras a 6.5 y se incubaron en las mismas condiciones durante 30 minutos
(T10). Finalmente, el pH fue ajustado a un valor de 8.0 y las muestras se incubaron
durante 60 minutos (TI1).

La saliva artificial se prepar6 diluyendo 6.2 g de cloruro de sodio, 2.2 g de cloruro
de potasio, 0.22 g de cloruro de calcio y 1.2 g de bicarbonato de sodio en 1 L de
agua destilada. La mezcla fue esterilizada a 121 °C durante 15 min. Para el jugo
gastrico simulado se resuspendieron 3 g de pepsina en 1 L de solucién salina esteéril

al 0.5 % acidificada a pH 5.0 con acido clorhidrico 0.1 M. El jugo intestinal simulado
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se prepard con 1 g de pancreatinay 1.5 g de sales biliares en 1 L de solucion salina

al 0.5 % estéril, ajustando el pH a 5.0 con solucion de NaOH 0.1 M.
V.2.11 Andlisis bromatoldgicos

El total de sélidos, proteina, grasa y cenizas fueron determinados por los métodos
de prueba descritos en las siguientes normas mexicanas (NMX-F-083-1986, NMX-
F-068-S-1980, PROY-NMX-F-427-NORMEX-2019 y NMX-F-066-S-1978)
respectivamente. La fibra dietaria total fue determinada utilizando el kit enzimético
de Sigma Aldrich.

V.2.12 Actividad de eliminacién de radicales

V.2.12.1 Capacidad antioxidante por el método ABTS

Se siguid la técnica descrita por Rivas-Velay col. (2023), se mezclaron 5 mL de una
solucion acuosa de acido 2,2'-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) 7
mM y 88 uL de una solucién de persulfato de potasio (K2S20s) 140 mM y se
mantuvieron en oscuridad durante 12 h para la generacion radical. Luego, se
tomaron 500 pL de solucion y se disolvieron en 24 mL de etanol (98 %). Se tomaron
20 yL de la muestra y se depositaron en 24 pocillos de una microplaca de 96
pocillos. Posteriormente, se agregaron 230 pL de solucién ABTS a cada pocillo
manteniendo la microplaca en oscuridad durante 5 minutos y se midid la
absorbancia en un espectrofotdmetro Multiskan GO Microplate (Thermo Scientific,

Massachusetts, EE. UU.) a una longitud de onda de 734 nm.

El % de inhibicién se calcul6 con la siguiente ecuacion (2):

% inhibicién de ABTS = (1 - (w)) x100 )

Abs control

En donde:
Abs muestra = es la absorbancia de la solucién ABTS con la muestra.

Abs control = es la absorbancia de la solucién ABTS sin la muestra.
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V.2.12.2 Capacidad antioxidante por el método DPPH

Se siguié el método descrito por Rivas-Vela y col. (2023), las muestras se
disolvieron en agua, se diluyeron a diferentes concentraciones y se agregaron (20
pL) a una microplaca de 96 pocillos, usando etanol como blanco. Se afiadieron 200
puL de solucion de DPHH (150 pM) y se midid6 la absorbancia en un
espectrofotometro Multiskan GO Microplate (Thermo Scientific, Massachusetts, EE.
UU.) a una longitud de onda de 520 nm. El porcentaje de inhibicion se calculé con
la misma ecuacién (2) descrita anteriormente en el punto V.2.12.1. Los resultados
se reportaron evaluando la actividad eliminadora de radicales libres de varias

diluciones de las muestras.
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V.2.13 Disefio experimental

Cuadro 4. Disefio experimental

Ensayo preliminar de ultrasonicacion de extractos de almendra fermentados con
L. casei ATCC 334 libre.

Control Muestra sin ultrasonicar
PA40 Muestra ultrasonicada a 40A
PA8O Muestra ultrasonicada a 80A

Extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud adicionados de cultivo

iniciador para yogurt y probiéticos libres y encapsulados

LCL L. casei ATCC 334 libre
LCW L. casei ATCC 334 encapsulado con proteina de suero

LCI L. casei ATCC 334 encapsulado con inulina y almidén

STL S. thermophilus libre y L. casei ATCC 334 libre
STW S. thermophilus libre y L. casei ATCC 334 encapsulado con aislado

de proteina de suero
- S. thermophilus libre y L. casei ATCC 334 encapsulado con almidén
e inulina
LBL L. bulgaricus libre y L. casei ATCC 334 libre
LBW L. bulgaricus libre y L. casei ATCC 334 encapsulado con aislado de
proteina de suero
LBl L. bulgaricus libre y L. casei ATCC 334 encapsulado con almidon e

inulina
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V.2.14 Andlisis estadistico

Los tratamientos fueron aleatorizados y analizados por triplicado. Se analizaron los
datos de sobrevivencia de los microorganismos libres y encapsulados durante el
almacenamiento y durante su exposicion a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal mediante un andlisis de varianza, comparando las medias utilizando
la prueba de Tukey. Se considero diferencia significativa cuando p<0.05. Los datos

fueron analizados con el programa Minitab (R) version 17.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Comportamiento del pH y acidez titulable en los ensayos preliminares sobre el

efecto del tratamiento ultrasénico en los extractos de almendra.

Los tratamientos ultrasonicos a 40 % de amplitud y 80 % de amplitud mostraron un
efecto similar en el desarrollo de acidez durante la fermentacion de L. casei ATCC
334 libres (Cuadro 5). El control (muestra sin ultrasonicar) con la cepa L. casei ATCC
334 mostré la mayor produccion final de acido durante la fermentacién al obtener
un 0.29 £ 0.01 % de acidez titulable. Los tratamientos de PA40 y PA8O obtuvieron

resultados similares de % de acidez final de 0.22 + 0.015 %.

No se observaron diferencias significativas entre los valores finales de pH de los
diferentes tratamientos al término de la fermentacion (Cuadro 5), de 4.51 + 0.15,
4.83 + 0.05 y 4.67 £ 0.23 registrados para el control, tratamientos PA40 y PAS8O,
respectivamente. La temperatura de incubacién fue de 37 °C durante las primeras
6 y después fueron dejadas a temperatura ambiente (24 + 1 °C) hasta las 22 horas

de fermentacion debido a un corte de electricidad en el laboratorio.
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Cuadro 5. pH y % acidez de las muestras preliminares de los extractos de

almendra fermentados por L. casei ATCC 334.

Muestra Tiempo qe pH Acidez (%)*
fermentacion

Muestra sin ultrasonicar 0 horas 6.81+0.04®5 0.07+0.07
con L. casei ATCC 334 3 horas 6.16 +0.01¢ 0.08 +0.0"
libre (C) 6 horas 5.79+0.05° 0.08 +0.0"
22 horas 451 +£0.158 0.29+0.01B

Muestra ultrasonicada a 0 horas 7.17 £0.05* 0.07 £ 0.0"
40A con L. casei ATCC 334 3 horas 6.25+0.10¢ 0.07 £0.0"
libre (PA40) 6 horas 5.92+0.04° 0.08 +£0.0"
22 horas 4.83+0.058 0.22 +£0.01¢

Muestra ultrasonicada a 0 horas 6.95+0.128  0.06 £ 0.0
80A con L. casei ATCC 334 3 horas 6.15+0.10¢° 0.07 £0.0"
libre (PA80) 6 horas 5.87 £+ 0.06°P  0.08 +0.0*
22 horas 4.67 £0.23F 0.22 +£0.02¢

*Expresado como acido lactico. Los resultados representan las medias de las muestras (n=3) + DE.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos
(Tukey, p<0.05).

VI.2 Viabilidad de L. casei ATCC 334 durante el tiempo de fermentacion en los

tratamientos preliminares de ultrasonicacion.

La cepa evaluada de L. casei ATCC 334 mostré que el tratamiento PA40 tuvo un
recuento final de células viables de 10.59 + 0.52 log UFC/mL. El tratamiento PA80
mostré un recuento final de 10.24 + 0.30 log UFC/mL. En el control se obtuvo un
incremento en cuanto al contenido de células de L. casei ATCC 334 hasta la sexta
hora de fermentacion y posteriormente una disminucion de la cepa llegadas las 22
horas, con un recuento final de 10.62 = 0.39 log UFC/mL. No hubo una diferencia
significativa (p<0.05) entre los tratamientos PA40, PA80 y el control sobre el
recuento final de células viables, no obstante, se observé una diferencia significativa

en cuanto al recuento de células al inicio y al final de la fermentacion para la muestra
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control que incrementé la cuenta viable en 1 log UFC/mL, a comparacién de los
tratamientos ultrasonicados que se mantuvieron sin diferencias significativas,

manteniendo el recuento total de células durante la fermentacion (Cuadro 6).

Cuadro 6. Viabilidad de L. casei ATCC 334 libre durante el tiempo de fermentacion

de los tratamientos preliminares de los extractos de almendra.

Muestra Tiempo de fermentacion

0 horas 3 horas 6 horas 22 horas
(log UFC/mL) (log UFC/mL)  (log UFC/mL) (log UFC/mL)

Control 9.67 £ 0.528 10.59 £ 0.27¢ 11.33 £ 0.47E 10.62 + 0.39¢H

Tratamiento
PA40

10.81 + 0.18AF 10.27 £ 0.23°PG  10.63 + 0.32F¢)  10.59 + 0.52FCH

Tratamiento
PASO

10.02 £ 0.458  10.13+0.31°"  10.43 +0.36" 10.24 + 0.30"

Los resultados representan las medias de las muestras (n=3) + DE. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre los tratamientos y letras diferentes en la misma fila
indican diferencias significativas en la viabilidad (Tukey, p<0.05).

VI1.3 Estabilidad fisica

En el Cuadro 7 se indica la estabilidad fisica expresada como % de separacion (v/v)
de los extractos de almendra tratados bajo distintas condiciones de ultrasonicacién
y almacenados a 4 °C. Las muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud presentaron
un menor porcentaje de separacion que el control y el tratamiento PA80. No hubo
diferencias significativas (p<0.05) entre el tratamiento PA40 y el control, pero fue
notable el menor % de separacion para los extractos de almendra en el tratamiento
PA40. Se llevaron a cabo dos mediciones, la primera se llevo a cabo a las dos
semanas de almacenamiento y las muestras fueron agitadas y almacenadas
nuevamente por dos semanas. Se observaron ligeras diferencias en los valores,

aungue éstas no fueron significativamente diferentes.
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Cuadro 7. Estabilidad fisica del extracto de almendra bajo distintas condiciones del

tratamiento ultrasoénico.

% Separacion (v/v) del extracto de almendra + DE

% Separacion

Tiempo Muestra
(v/v)

Control 38.0+2.078
2da semana de Tratamiento PA40 34.0+1.78

almacenamiento
Tratamiento PASO 40.7 £ 1.2~

Agitacion

Control 35.3+1.2B
4ta semana de Tratamiento PA40 33.3+0.6B

almacenamiento
Tratamiento PASO 38.3+0.6”

Los resultados representan las medias de las muestras (n=3) + DE. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).

En base a los resultados obtenidos en estos ensayos preliminares sobre el efecto
de la ultrasonicacién, los tratamientos posteriores a partir de aqui se realizaron a

una ultrasonicacion de 40 % de amplitud.

VI.4 Comportamiento del pH y acidez titulable durante la fermentacion de los

extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud.

Los tratamientos LCW y LCI mostraron un comportamiento similar en el desarrollo
de acidez durante la fermentacion. El tratamiento LCL mostré la mayor produccién
final de acido durante la fermentacion al obtener una acidez final de 0.30 = 0.01 %.
Los tratamientos de LCW y LCI mostraron resultados estadisticamente diferentes al
tratamiento LCL. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos en cuanto a los valores obtenidos de pH al final de la fermentacion
(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto de la fermentacién en el pH y la acidez de las muestras de

almendra ultrasonicadas®*.

Tiempo de Acidez
Muestra pH
fermentacion (%)**
Muestra con L. casei ATCC 0 horas 6.69 £ 0.02*4  0.056 +0.0*
334 libre (LCL) 1 hora 6.07 £ 0.02F 0.073 +0.04
3 horas 4.94 + 0.04¢ 0.223 +0.08
4 horas 4.62 + 0.04" 0.30 +0.01P
Muestra con L. casei ATCC 0 horas 6.46 + 0.038 0.06 + 0.0"
334 encapsulado con 1 hora 6.19 + 0.04°® 0.070 £ 0.0%
aislado de proteina de 3 horas 5.11 £ 0.07F  0.183 +0.0¢
suero (LCW) 4 horas 453+0.03" 0.273 +0.0F
Muestra con L. casei ATCC 0 horas 6.56 £ 0.03° 0.056 +0.0*
334 encapsulado con 1 hora 6.24 + 0.04°>  0.066 + 0.0"
inulina y almidén (LCI) 3 horas 493 +0.04° 0.180 +0.0¢
4 horas 457 £0.03" 0.273 +0.0F

*Muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud. *Expresado como acido lactico. Los resultados
representan las medias de las muestras (n=3) £ DE. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).

VI.5 Comportamiento del pH y acidez titulable durante el almacenamiento de los
extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud.

Los tratamientos LCW y LCI mostraron un comportamiento similar de acidez durante
el almacenamiento de la bebida fermentada de almendra. El tratamiento LCL mostré
la mayor produccion final de acido lactico durante el almacenamiento al obtener una
acidez final de 0.32 = 0.0 %. Los tratamientos de LCW y LCI mostraron resultados
significativamente diferentes (p<0.05) al tratamiento LCL. En cuanto al
comportamiento del pH durante el almacenamiento de la bebida fermentada de
almendra se observo una gran disminucion en la muestra con el tratamiento LCL de
4.83 £ 0.03 a 4.45 £ 0.02. No hubo diferencias significativas (p<0.05) con los

tratamientos LCW y LCI, mientras que, el tratamiento LCL mostro diferencias
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significativas con los tratamientos LCW y LCI en los valores iniciales de pH en la

segunda semana de almacenamiento (Cuadro 9).

Los datos en este analisis fueron obtenidos de una corrida diferente respecto a la

fermentacion donde también se midié el pH y la acidez. Se realizaron de manera

individual para medir el comportamiento del pH y acidez en los distintos tratamientos

en el tiempo de almacenamiento. No obstante, los resultados muestran que el

tratamiento con las células libres tiende a disminuir mas el pH e incrementar la

acidez de las muestras.

Esta tendencia coincide con lo reportado por Jaman y Aman (2023) quienes

reportaron una post-acidificacion en extracto de almendra, fermentado con L. casei

ATTC 393, durante el almacenamiento en refrigeracion.

Cuadro 9. Comportamiento en el pH y la acidez de las muestras de los extractos

de almendra ultrasonicados*.

Muestra Tiempo c.ie pH Acidez (%)**
almacenamiento

Muestra con L. casei ATCC 2 semanas 4.85 + 0.02* 0.29 £ 0.0%
334 libres (LCL) 3 semanas 4.70 £ 0.02¢ 0.30 £ 0.0¢

4 semanas 4.45 + 0.02F 0.32 £ 0.0°
Muestra con L. casei ATCC 2 semanas 4.73 £ 0.02¢ 0.27 £ 0.08
334 encapsulado con aislado 3 semanas 4.61 £ 0.02° 0.27 + 0.08
de proteina de suero (LCW) 4 semanas 4.49 + 0.05F 0.28 + 0.0F
Muestra con L. casei ATCC 2 semanas 4.71 £ 0.02¢ 0.27 + 0.08
334 encapsulado con inulina 3 semanas 4.62 +0.03° 0.27 £ 0.08
y almidén (LCI) 4 semanas 452 +0.03F 0.28 + 0.0¢

*Muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud. **Expresado como &cido lactico.

Los resultados

representan las medias de las muestras (n=3) = DE. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).
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VI.6 Evaluacién de la viabilidad de las bacterias probioticas e iniciadoras en los
extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud durante su

fermentacion y almacenamiento.

Se observé una mayor tendencia a aumentar el contenido de bacterias en el
tratamiento LCI durante la fermentacion del extracto de almendra con un recuento
final de 9.09 £ 0.16 log UFC/mL. No hubo diferencia significativa (p<0.05) en cuanto
al recuento final de células viables de cada tratamiento, pero si una diferencia
significativa (p<0.05) del recuento inicial de células, siendo el tratamiento de
bacterias libres el que registr6 el recuento mayor después de adicionar el inéculo
que los tratamientos adicionados con el probiético microencapsulado LCW y LCI,

respectivamente.

La cepa de S. thermophilus mostré una mayor tendencia a aumentar el contenido
de bacterias en los tratamientos STW y STL durante la fermentacion de los extractos
de almendra con un recuento final de 12.25 + 0.01 y 12.17 + 0.00 log UFC/mL,
respectivamente. No hubo diferencia significativa (p<0.05) en cuanto al recuento
final de células viables de cada tratamiento, pero si una diferencia significativa del

recuento inicial de células para los tratamientos STW y STL.

Finalmente, la cepa evaluada de L. bulgaricus en los tratamientos LBL, LBW y LBI
mostré una mayor tendencia a aumentar el contenido de bacterias en el tratamiento
LBL durante la fermentacion de los extractos de almendra con un recuento final de
8.84 + 0.18 log UFC/mL. El tratamiento LBL mostro diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) con los tratamientos LBW y LBI al inicio y final de la

fermentacion (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Viabilidad de las bacterias durante el tiempo de fermentacion de los
tratamientos con L. casei ATCC 334 libres y encapsuladas en extractos

ultrasonicados*.

Muestra 0 horas 3 horas
(log UFC/mL) (log UFC/mL)
LCL 9.57 £ 0.244 9.46 + 0.194P
LCW 8.84 + 0.028 8.98 + 0.048P
LCI 8.22 + 0.09¢ 9.09 £ 0.16°
STL 11.43 + 0.065F 12.25 + 0.01¢
STW 11.19 £ 0.10F 12.17 £ 0.00¢
STI 11.93 £ 0.00F 12.05 £ 0.09%6
LBL 8.48 + 0.06’ 8.84 +0.18
LBW 7.37 £ 0.08" 7.60 £ 0.07"
LBI 7.32 = 0.00" 7.61 +0.02"

*Muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud. Los resultados representan las medias de las muestras
(n=3) =+ DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).

La cepa evaluada de L. casei ATCC 334 en los tratamientos LCL, LCW y LCI no
mostré diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a la poblacién bacteriana
durante el almacenamiento de 1 semana a 4 semanas de la bebida fermentada de
almendra con un recuento final para cada tratamiento de 10.31 + 0.06, 9.47 + 0.14,
9.38 £ 0.28 log UFC/mL, respectivamente. La cepa evaluada de S. thermophilus en
los tratamientos STL, STW y STI mostr6 una mayor tendencia a disminuir su
poblacion bacteriana en el tratamiento STW durante el almacenamiento de la bebida
fermentada de almendra con un recuento inicial de 11.82 + 0.04 log UFC/mL y un
recuento final de 11.23 + 0.21 log UFC/mL, respectivamente. El tratamiento STW
mostré diferencias significativas (p<0.05) respecto al recuento inicial y final de
células viables durante el almacenamiento, mientras que los tratamientos STL y STI,
no mostraron diferencias y mantuvieron la poblacion total de células viables durante
el almacenamiento. Finalmente, la cepa evaluada de L. bulgaricus en los
tratamientos LBL, LBW y LBI mostré una mayor tendencia a aumentar su poblacion

en el tratamiento LBL durante el almacenamiento de la bebida fermentada de
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almendra con un recuento inicial de 9.07 = 0.43 log UFC/mL y un recuento final de
9.79 £ 0.20 log UFC/mL. La poblacién bacteriana en los tratamientos LBW y LBI se
mantuvieron con el mismo numero de células viables durante el almacenamiento y

mostraron diferencias significativas (p<0.05) con el tratamiento LBL (Cuadro 11).

Cuadro 11. Viabilidad de la poblacién bacteriana durante el tiempo de
almacenamiento a 4 °C de los tratamientos con L. caseli libres y encapsuladas*.

Muestra 1 Semana 3 Semanas 4 Semanas
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
LCL 10.69 + 0.57A 10.77 £ 0.47A 10.31 + 0.067
LCW 9.60 + 0.378 9.19 + 0.058 0.47 £+ 0.148
LCL 9.73 +0.468 9.23 +0.398 9.38 £ 0.288
STL 12.42 + 0.20CF 12.54 + 0.49F 12.34 £ 0.41F
STW 11.82 +0.04° 11.02 £ 0.17F 11.23 +0.21F
STI 12.08 + 0.44CPC 11.50 + 0.53F¢ 11.43 + 0.45FC
LBL 9.07 £ 0.43" 9.33 £ 0.44HV 9.79 + 0.20°
LBW 8.52 + 0.40HK 8.53 + 0.41K 8.63 + 0.26K
LBI 8.81 + 0.38HK 8.71 £ 0.01K 8.78 + 0.08K

*Muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud. Los resultados representan las medias de las muestras
(n=3) + DE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).

VI.7 Tolerancia de las bacterias a las condiciones simuladas del tracto

gastrointestinal.

Se observa en el Cuadro 12 el comportamiento de las bacterias en la bebida
fermentada de almendra ultrasonicadas a 40 % de amplitud durante la exposicion
de las muestras a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. Al ser
expuestas a la primera condicion gastrica simulada (pH 2), se observé un efecto
adverso en la viabilidad de las bacterias. Se observé una disminucion de la
viabilidad de las bacterias de las cepas L. casei ATCC 334, S. thermophilus y L.
bulgaricus con las bacterias libres y encapsuladas de L. casei ATCC 334 al final de

la exposicién a condiciones simuladas del TGI. Los bajos valores de pH y la

53



presencia de sales biliares durante las condiciones intestinales provocaron efectos
adversos en la viabilidad de las bacterias. Las bacterias L. casei ATCC 334 de los
tratamientos LCW y LCI mostraron una mayor estabilidad en la cuenta viable
durante su exposicion a condiciones gastricas e intestinales con una reduccion final
de 3.23 £ 0.0 y 3.24 £ 0.0 log UFC/mL respectivamente, comparando con las
bacterias libres que mostraron una reduccion drastica de 5.10 + 0.0 log UFC/mL,

dejando evidente el efecto de proteccion de la microencapsulacion del probidtico.

Por otro lado, las condiciones también mostraron efectos adversos en las bacterias
de S. thermophilus; el tratamiento con las bacterias de L. casei ATCC 334 libres
mostré una mayor disminucién de la poblacion bacteriana después de las
condiciones simuladas del TGI con una reduccién de 5.16 + 0.0 log UFC/mL.
Finalmente, las bacterias de L. bulgaricus también mostraron efectos adversos una
vez expuestas a las condiciones simuladas del TGI, no obstante, se observd una

menor disminucion de la viabilidad para todos los tratamientos.

Cuadro 12. Viabilidad de las bacterias iniciadoras y L. casei ATCC 334 libre y

encapsulado durante la simulacion de las condiciones del tracto gastrointestinal*.

Tiempo de las condiciones gastrointestinales

Diferencia
TGO TG 1 TIO
TI1 después del
Muestra (log (log (log
(log UFC/mL) TGl (log
UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)
UFC/mL)
LCL 10.87 +0.15¢ 8.10 + 0.08¢ 7.54 + 0.27F 5.21+0.31¢ 5.10
LCW 9.27 + 0.258 7.17 £ 0.02P 6.55+0.25F  6.24 £ 0.23%C 3.23
LCI 9.42 + 0.338 7.15+0.11° 6.50 + 0.26F  6.15+ 0.04"¢ 3.24
STL 11.31£0.13" 11.05+0.64'" 8.41 +0.04K 7.18 + 0.04- 5.16
STW 11.12+£0.11% 10.22+0.23Y 8.57 £0.49¢  7.49+ 0.21KM 3.74
STI 11.15+0.23% 10.06 £0.127 8.60+0.27K  7.62 + 0.49M 3.81
LBL 8.91+£0.40N© 9.04+0.17° 8.34+0.33NS  6.41+0.38° 3.38
LBW 8.32+0.24° 8.30+0.11° 7.82+0.58°T 5,62+ 0.20%V 3.01
LBI 9.03 £ 0.36N 7.86+0.19R 7.73+0.38RT 5.48 £ 0.18RY 3.30

*Muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud. Los resultados representan las medias de las muestras
(n=3) + DE. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Tukey, p<0.05).
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VI.8 Viscosidad aparente

Se puede observar en la Figura 4 que los valores de viscosidad aparente de las
muestras de la bebida fermentada y ultrasonicada a 40 % de amplitud mostraron
una disminucion a medida que se mantuvo la velocidad de cizallamiento lo que
indica un comportamiento de fluido pseudoplastico. Las mediciones de viscosidad
se realizaron después de dos semanas de la fermentacion. Se observé una
diferencia significativa (p<0.05) en la viscosidad de los tres tratamientos con L. casei
ATCC 334 libres y encapsuladas (con WPC e inulina/almidon) respectivamente. La
bebida fermentada adicionada de células encapsuladas con WPC mostro la mayor
viscosidad, mientras que la muestra con las células encapsuladas con

inulina/almidén mostré los menores valores de viscosidad.
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Figura 4. Viscosidad aparente vs velocidad de cizallamiento de la bebida

fermentada de almendra ultrasonicada y almacenada a 4 °C.

VI.9 Capacidad antioxidante

En el Cuadro 13 se muestran los resultados de las actividades de eliminacion de
radicales libres ABTS y DPPH de las muestras control, ultrasonicadas a 40 % de

amplitud y fermentadas con L. casei ATCC 334 libre y ultrasonicadas a 40 % de
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amplitud sin fermentar. Todos los tratamientos y el control mostraron actividad de
inhibicion contra el radical libre ABTS. La muestra control mostro la menor actividad
con un % de inhibicion del 22.79 £ 3.90. El tratamiento con ultrasonicacion a 40 %
de amplitud mostré una mejor actividad de inhibicion del radical libre ABTS que la
muestra control con un % de inhibicion de 30.91 + 2.19. No obstante, el tratamiento
ultrasonicado a 40 % de amplitud y fermentado mostro los mejores resultados de
actividad de inhibicion de radicales libres ABTS con un % de inhibicion de 38.46 +
1.06.

Cuadro 13. Actividad de barrido de radicales libres DPPH y ABTS de la bebida

fermentada de almendra, muestra control y ultrasonicada.

% Inhibicién % Inhibicién
Muestra

ABTS DPPH
M r ntrol sin
uestra control sin -, 24 4 3908 0.0+0
tratamiento
Muestra
ultrasonicada a 40% 30.91 + 2.194B 0.0+0
de amplitud

Muestra fermentada
con L. caseilibrey  38.46 + 1.067 0.0+0
ultrasonicada 40A

Los resultados representan las medias de inhibicion del radical (n=3) = DE. Letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey, p<0.05).

VI.10Analisis bromatolégicos

Se realiz6 un andlisis bromatoldgico a la formulacion de la bebida fermentada de

almendra. La composicion quimica se presenta resumida en el Cuadro 14.
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Cuadro 14. Analisis bromatoldgicos de la bebida fermentada de almendra

formulada.
Parametros Resultados
Humedad (%) 90.10 £ 0.163
Cenizas (%) 0.46 £0.041
Proteina (%) 2.78 £ 0.006
Grasa (%) 2.50 £ 0.200
Fibra dietética (%) 0.80 £ 0.199
Solidos solubles (°Brix) 1.55+0.212

*Promedio £ DE (n=3)
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VII. DISCUSION

VII.1 Comportamiento del pH y acidez titulable de los extractos de almendra en los

ensayos preliminares después del tratamiento ultrasonico.

La acidez titulable y los valores de pH en una bebida fermentada juegan un papel
muy importante para la calidad final del producto por su influencia en la estabilidad

fisicoquimica y microbiana (Kenari & Razavi, 2021).

Los resultados muestran un incremento en los valores de pH de las muestras
ultrasonicadas con respecto al extracto de almendra sin ultrasonicar. El valor inicial
del control fue de 6.81 + 0.04, el cual increment6 a 7.17 + 0.05y 6.95 + 0.12 en los
tratamientos ultrasonicados (PA40 y PABO, respectivamente). El pH del extracto de
almendra sin tratamiento difirié del reportado por Meza-Plaza y col. (2021), quienes
registraron en extractos de almendra sin tratamiento un pH de 6.08. Dhakal y col.
(2016) reportaron un pH de 6.5 + 0.03 para una bebida de almendra cruda. Meza-
Plaza y col. (2021) reportaron un incremento de pH en muestras ultrasonicadas a
50 y 100 % de amplitud durante 15 y 30 minutos de aproximadamente 0.3 unidades
de pH, el cual es comparable con el incremento de pH en el tratamiento P0O40 de
este trabajo. Un incremento en el % de amplitud resulté en un menor incremento del
pH en el tratamiento PA80. No se observé una diferencia en la acidez titulable entre

los tres tratamientos.

Salve y col. (2019), reportaron que habia un pequefio aumento del pH de las
muestras de leche de cacahuate tratadas con ultrasonido en comparacion con la
muestra no tratada y aument6 de 6.6 en la muestra no tratada a 6.7 en la muestra
tratada con ultrasonido durante 3 min. Estos resultados coinciden con nuestros
resultados de pH de los extractos de almendra sin tratar y tratados con
ultrasonicacién, aungque no hay diferencias significativas (p<0.05), se observa un
ligero aumento en el pH de las muestras tratadas en comparacién a la muestra
control. Asimismo, reportaron que la acidez titulable de la leche de cacahuate se
redujo sustancialmente del valor de 1.08 en la muestra sin tratar a 0.13 en la muestra

tratada con ultrasonicacion debido al aumento de la intensidad del tratamiento, lo
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que también coincide con nuestros resultados. Esto es debido a que la muestra de
los extractos de almendra sin tratar tuvo el mayor contenido de acidez a

comparacion de las muestras tratadas con ultrasonicacion.

Gram & Mortas (2023) observaron que los principales efectos del ultrasonido sobre
las propiedades fisicoquimicas de extractos de semillas de céafiamo fueron
principalmente en el color, la estabilidad y el tamafio de las particulas. Sin embargo,
no observaron ningun efecto sobre la acidez titulable y el pH en los 20 tratamientos
ultrasonicados a diferentes condiciones de % de amplitud, tiempo y potencia
aplicados. En cuanto a nuestros resultados, no se observd ningun efecto
significativo en los valores de acidez titulable y pH en los extractos de almendra

ultrasonicados.

VII.2 Viabilidad de L. casei ATCC 334 durante el tiempo de fermentacién en los

tratamientos preliminares de ultrasonicacion.

Dependiendo de la intensidad y la duracion de la sonicacion, el uso de ultrasonido
ha mostrado efectos de reduccion del tiempo de fermentacion en productos lacteos
cultivados, lo que influye en la disminucion del tiempo y el costo de produccion.
También han demostrado mejorar la viabilidad de las BAL, dependiendo de los
pardmetros del proceso (temperatura, amplitud, presion y duracion de la sonicacién)
y las propiedades fisicas y bioldgicas de los microorganismos (fase de crecimiento,
tamafio, grosor de la cdpsula) (Abesinghe y col., 2019). Sin embargo, se debe tener
en cuenta que dependiendo de los pardmetros de proceso utilizados y la matriz

alimentaria, se pueden obtener resultados diferentes.

Varios estudios han utilizado la aplicacién del ultrasonido en productos lacteos, y
han logrado obtener resultados favorables en cuanto a la viabilidad de las bacterias
acido-lacticas. En cuanto a nuestros resultados se obtuvo que no habia una
diferencia significativa respecto al recuento final de células viables durante la
fermentacion entre los tratamientos ultrasonicados y control. Cabe mencionar que
los tratamientos fueron inoculados después del proceso de ultrasonicacion. Se

observd un aumento en la cantidad de células en las primeras 6 horas de
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fermentacién en el control y una reduccion significativa (p<0.05) de células viables
al término de ésta (Cuadro 6), probablemente debido al agotamiento de sustratos
disponibles, que explica un punto mas alto de produccién y una disminuciéon de
células viables a medida que transcurre el tiempo de fermentacién (Dahroud y col.,
2016). Aparentemente el control proporciond ventajas para el crecimiento de L.
casei ATCC 334 comparado con los tratamientos ultrasonicados, el cual incrementé
su poblacion en 1 log UFC/mL, mientras que la cuenta viable en los tratamientos
ultrasonicados no mostré diferencias significativas (p<0.05) durante el proceso de

fermentacion.

Otros trabajos han reportado el efecto de la ultrasonicacion en el crecimiento de
bacterias presentes en los extractos ultrasonicados. Dahroud y col. (2016),
demostraron que el tratamiento con ultrasonido al 60% de amplitud durante 15 s
aumentd la duracion de la fase logaritmica y el crecimiento de Lactobacillus casei
subsp. casei ATTC 393 en caldo MRS.

Este resultado también coincidié con la investigacién de Avhad & Rathod (2015),
donde utilizaron las condiciones de ultrasonido de 25 kHz, 160 W durante 10 min,
lo que aumentd la biomasa celular y la produccién de enzimas fibrinoliticas en
Bacillus sphaericus debido a la desaglomeracion de los grupos celulares y a la

mejora en la utilizacion de los nutrientes.
VII1.3 Estabilidad fisica

La estabilizacién es uno de los principales problemas en la formulacidén de extractos
vegetales alternativos de leche. La estabilidad fisica de los extractos de almendra
control y ultrasonicados fueron determinados mediante el porcentaje de separacion
de fases de los extractos (% v/v) a las dos semanas de almacenamiento en

refrigeracion. Un mayor porcentaje implica una menor estabilidad fisica.

Se observé que la muestra con el tratamiento de ultrasonicacién PA40 y el control
no mostraron diferencias significativas (p<0.05) (Cuadro 7), aunque se observé una
menor separacion para el tratamiento a PA40, mientras que el tratamiento de

ultrasonicacién a PA80 mostrd la mayor separacion de fases 'y, por lo tanto, la menor
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estabilidad fisica. Maghsoudlou y col. (2015), evaluaron el efecto de ultrasonicacién
en extractos de almendra sobre la estabilidad fisica, viscosidad, grados Brix,
luminosidad y tamafio de particula, aplicando un disefio central compuesto de 6
puntos al centro para optimizar la formulacion. Establecieron dos factores y tres
niveles de las variables independientes: tiempo de ultrasonicacion y % de
estabilizantes (almidon modificado, lecitina y agar) al centro para optimizar la
formulacién. La frecuencia se mantuvo constante a 20 KHz y se utiliz6 una amplitud
de 100 %. El tiempo méximo de ultrasonicacion fue de 5 min, mismo que fue

aplicado en este trabajo.

La estabilidad fisica del extracto de almendra del trabajo referido se evalué midiendo
los sélidos sedimentables durante el periodo establecido en cada tratamiento. Los
autores reportaron que la sedimentaciéon de particulas disminuy6 cuando el tiempo
de ultrasonicacion se increment6. Esto debido al efecto cortante provocado por la
cavitacion que fragmentd las moléculas de pectina coloidal en pequefias particulas
lo que pudo ayudar a estabilizar el sistema coloidal. Los autores no evaluaron los
efectos de ultrasonicaciéon a diferentes amplitudes. Los resultados de este trabajo
muestran que los tratamientos de ultrasonido a mayor porcentaje de amplitud

(PA80) mostraron menor estabilidad.

El mecanismo de sedimentacién puede explicarse segun la ley de Stokes, es decir,
las muestras no sonicadas tendran un mayor tamafio de particula, por lo que
sedimentaran mas rapido con la gravedad que las muestras sonicadas con menor
tamafo de particula, durante el almacenamiento. Esto explica la ligeramente menor
separacion fisica de las muestras con el tratamiento a PA40 (Sarangapany y col.,
2022), aunque este efecto no se observa de forma proporcional en el tratamiento
PAS8O.

Por otro lado, Salve y col. (2019) sometieron extractos de cacahuate a 20 kHz
durante 3 min. Todas las muestras de leche de cacahuate sonicadas a potencias de
200 W, 300 W y 400 W con un tiempo de tratamiento de 3 min mostraron buena
estabilidad. A medida que aumento la potencia de ultrasonicacion, se observo una

mayor reduccion del tamafio de particula y menor indice de sedimentacion. Los
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autores reportan que el extracto de cacahuate es una matriz muy compleja que hace
dificil identificar las moléculas exactas sobre las que tiene efecto la ultrasonicacion.
El extracto de almendra de este trabajo fue ultrasonicado a una potencia constante,

por lo que la diferencia en la estabilidad no puede atribuirse a cambios de potencia.

Es importante considerar que dependiendo de los parametros de los procesos
usados se pueden obtener diferentes resultados que pueden incrementar o
disminuir la funcionalidad de las proteinas. Karabuluty Yemis (2022) reportaron que,
si las condiciones de ultrasonicacion son demasiado intensas, tales como tiempos
prolongados y altas intensidades, pueden resultar en una excesiva agregacion
molecular que conduzca a pobres propiedades funcionales de las proteinas. Los
autores observaron un incremento en la solubilidad de aislado de proteina de semilla
de cafiamo después del proceso de ultrasonicacion en un rango de 45-65 % de
amplitud (6-11 W/cm?, 27-32 W/cm?) por 5-10 min, el cual fue atribuido a un
desdoblamiento parcial de las moléculas de proteina y a una mayor interaccion
proteina-agua. Debe tenerse en cuenta que la sonicacién se ha centrado en la
modificacion de proteinas aisladas (en suspension), pero no debe olvidarse la
modificaciobn de proteinas en matrices alimentarias complejas y la posible

interaccion de las proteinas con otros componentes.

De acuerdo con los resultados de estabilidad observados en las muestras
ultrasonicadas (Cuadro 7), se eligieron las condiciones de ultrasonicacién a 40 %

de amplitud para los ensayos posteriores.

VIl.4 Comportamiento del pH y acidez titulable durante la fermentacién de los

extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud.

Los resultados obtenidos mostraron que no hubo diferencia significativa (p<0.05)
entre los tratamientos y el control en los valores de pH, tanto al inicio de la
fermentacion como al final. Se observd una disminucion en general sobre el pH
durante las 6 horas de fermentacién, mientras que, para la acidez titulable, solo se
observd una mayor tendencia a aumentar el % de acidez en todas las muestras, sin

embargo, el control fue el que mostré el mayor % de acidez titulable producida
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(Cuadro 8). Esto se debe a que las BAL se encuentran en mayor volumen y libres
en el sustrato, lo que produce una mayor cantidad de &cido lactico a comparacion
de las encapsuladas. Asimismo, durante la fermentacion las cepas probidticas
mejoran las propiedades sensoriales del producto, que depende en gran medida de
las cantidades de &cido lactico, acido acético y volatiles aromaticos que se producen
(Rasika y col., 2020).

En general, durante la fermentacion, el pH de las muestras tiende a disminuir y la
acidez titulable a aumentar, esta relacion se debe a las BAL aumentan la cantidad

de &cido lactico que afecta el valor de la acidez titulable (Sebastian y col., 2018).

Bernat y col. (2014) elaboraron una ‘“leche" fermentada de almendras de
Lactobacillus reuteri y Streptococcus thermophilus. Los investigadores obtuvieron
valores de pH de 4.83 + 0.03 al final de la fermentacion y reportaron que estos son
resultados observados con frecuencia en productos fermentados con cultivos
iniciadores tradicionales de yogurt de leche de vaca y con otras matrices vegetales.
Los valores de pH obtenidos en los tratamientos control y ultrasonicados
fermentados por L. casei ATCC 334 son similares a los obtenidos en otros productos

fermentados a partir de extractos vegetales.

VII.5 Comportamiento del pH y acidez titulable durante el almacenamiento de los

extractos de almendra ultrasonicados a 40 % de amplitud.

En los resultados se puede observar una disminucion progresiva en el pH y un
aumento en la acidez titulable de las muestras de la bebida fermentada de almendra
conforme aumenta el tiempo de almacenamiento. Esto se debe principalmente a
una post-acidificacion por la actividad metabdlica de las bacterias S. thermophilus y
L. bulgaricus, que aumenta aun mas por el proceso metabdlico de L. casei ATCC

334 que es un microorganismo productor de acido lactico (Bernat y col., 2014).

Jaman y Amal (2023), observaron un incremento mas pronunciado de acidez
titulable en el extracto de almendra fermentado por L. casei ATCC 339 después de
21 dias de almacenamiento de 0.29 a 0.56 % de acido lactico. Nuestros resultados

muestran una post-acidificacion moderada con un incremento de 0.01 % para los
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tratamientos LCW y LCI, siendo ligeramente mas pronunciado en el tratamiento
LCL.

Por otro lado, Bernat y col. (2014), realizaron estudios sobre un producto fermentado
probiotico (L. reuteri y S. thermophilus) no lacteo a base de leche de almendras e
inulina, donde obtuvieron valores de pH siendo el valor medio de 4.65, y su % de
acidez titulable aumentd con el tiempo de almacenamiento, situandose en torno a
2.2 g/L, lo que es comparable con nuestros resultados obtenidos en las muestras

con tratamientos de ultrasonicacion.

Estos hallazgos confirman la potencial capacidad de L. casei ATCC 334 para
producir acidos organicos durante el almacenamiento en frio. Asi pues, la adicién
de cepas probiéticas de Lactobacillus a los extractos de almendras mejora la
acumulacion de la acidez, lo que da lugar a una disminucién del pH y un aumento

de los valores de acidez titulable.

En la bebida fermentada de almendra se observd que el control que contenia L.
casei ATCC 334 sin encapsular mostré una mayor disminucion de pH y un mayor
aumento de acidez, a comparacion de los tratamientos con el probiético
encapsulado (Cuadro 9). Esto muestra que la microencapsulacion, disminuyé la
post-acidificacion y el pH de las muestras con tratamiento, lo que es beneficioso,
puesto que evita un exceso de acidificacion y un posible rechazo por el consumidor,

ademas de efectos sobre la vida de anaquel.

VII.6 Evaluacién de la viabilidad de las bacterias de los extractos de almendra

ultrasonicados a 40 % de amplitud durante su fermentacion y almacenamiento.

Los resultados mostraron que para la cepa L. casei ATCC 334 durante la
fermentacion, el tratamiento con las células microencapsuladas con inulina (LCI),
mostré un aumento en el recuento final de células viables (Cuadro 10), sin embargo,
el recuento final de células viables no mostr6 diferencias significativas entre
tratamientos, fue el mismo para todos los tratamientos debido a que las muestras
de LCL y LCW no mostraron un crecimiento significativo. Estos resultados coinciden

con lo reportado por Muncey y Hekmat (2021) quienes observaron una diferencia
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sustancial en la cuenta viable de L. rhamnosus G-1 entre el tratamiento control
(extracto de almendra) y el extracto de almendra fortificado con 2 % de inulina de
cadena corta durante y al final de un periodo de fermentacién de 9 horas, de 1 ciclo

logaritmico aproximadamente.

Los prebidticos pueden estimular la proliferacion de bacterias en varios productos
fermentados y pueden también mejorar la sobrevivencia durante el almacenamiento
(Ranadheera y col., 2017). Considerando que el extracto de almendra tiene bajo
contenido de carbohidratos, la suplementacion con carbohidratos, como la inulina,
puede ayudar a mejorar el crecimiento de probiéticos y la acidificacion del producto
fermentado (Bernat y col.,, 2014). Los autores evaluaron el efecto de diferentes
azucares y combinaciones con inulina durante la fermentacién de una bebida de
almendra con L. reuteri y S. thermophilus y encontraron que un 2 % de inulina (p/v)
tuvo un efecto positivo en la sobrevivencia de los microorganismos durante el

almacenamiento.

S. thermophilus no mostré diferencias significativas en las cuentas viables entre
tratamientos al inicio y final de la fermentacién, mientras que para L. bulgaricus se
observd un aumento significativo en el recuento de células viables al final de la

fermentacién para el tratamiento control (LCL) (Cuadro 10).

Por otro lado, el recuento de células viables durante el almacenamiento de la bebida
fermentada de almendra no mostré diferencias significativas en cuanto al recuento
de células viables en todas las cepas estudiadas inicialmente y a los 28 dias de
almacenamiento entre los tratamientos (Cuadro 11). Jaman y Amal (2023),
reportaron que los tratamientos en muestras de leche fermentada de soja y
almendra no mostraron resultados significativos y mantuvieron una viabilidad entre

6y 6.9 log UFC/g durante el almacenamiento a 4 °C.

VII.7 Tolerancia de las bacterias en extractos de almendra ultrasonicados a 40 %

de amplitud a las condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.

Las muestras de los extractos de almendra fermentados fueron expuestas a

condiciones simuladas del tracto gastrointestinal después de 28 dias de
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almacenamiento. En los resultados obtenidos, se observé que hubo diferencias
significativas para las tres cepas evaluadas una vez que fueron sometidas a las
condiciones gastricas simuladas a las 2 horas de exposicidn, mostrando una
disminucién en la poblacion de células viables (Cuadro 12). Al exponerlas a las
condiciones intestinales simuladas, de igual forma, se mostr6 una disminucion
significativa en la viabilidad de las bacterias para las tres cepas evaluadas. Sin
embargo, se observé una mayor disminucion sobre las muestras que contenian las
bacterias de L. casei ATCC 334 sin encapsular para los tratamientos LCL y STL,
mientras que esta disminucion fue mayor para el tratamiento LBW. L. casei ATCC
334 mostr6 mayor sensibilidad a las condiciones acidas del ensayo gastrico
disminuyendo en namero en aproximadamente 2 log UFC/mL, pero este probiotico
mostr6 mayor estabilidad durante el ensayo intestinal (Cuadro 12). Una de las
propiedades importantes de las bacterias probioticas potenciales es su capacidad
de sobrevivir a las concentraciones biliares producidas en el intestino delgado y de

establecerse y multiplicarse en el intestino grueso (Dimitrellou y col., 2019).

Los resultados muestran que para el probidtico L. casei la reduccion del nimero de
células viables durante el ensayo completo de TGl fue de 3.2 log UFC/mL, mientras
que para el tratamiento de bacterias libres (LCL) fue de 5.1 log UFC/mL, dejando en
evidencia el efecto protector de la microencapsulacion de las células.

Dimitrellou y col. (2016), demostraron que el uso de microencapsulacion
proporcion6é una proteccién a las células de L. casei ATCC 393 ya que la
supervivencia de las células de L. casei en jugo gastrico simulado mejord
significativamente con la microencapsulacién en comparacion con las células libres.
De la misma forma, la microencapsulacion afecto6 significativamente a la viabilidad
de las células de L. casei en las soluciones de sales biliares, incluso tras 6 h de

incubacion.

Dimitrellou y col. (2019), publicaron un estudio mas actualizado de la encapsulacion
de L. casei ATCC 393 con alginato y evaluaron su sobrevivencia a condiciones
simuladas del tracto gastrointestinal, demostraron que la encapsulacion en capsulas

de alginato de calcio proporcion6 una proteccion celular significativa en los jugos
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gastricos simulados, y en los jugos intestinales simulados, a comparacion de las

muestras control.

Asimismo, Afzaal y col. (2020), evaluaron la viabilidad y la estabilidad de L. casei
libre y encapsulado con WPI en jugo gastrico e intestinal simulado expuestas en un
intervalo de tiempo definido. En general, observaron una tendencia decreciente en
ambas células, libres y encapsuladas, pero una mayor disminucién del recuento
celular en las células no encapsuladas en comparacion con las encapsuladas. Tarifa
y col. (2021), obtuvieron resultados similares, las células de L. caseiy L. rhamnosus
encapsuladas en pectina y pectina e inulina presentaron mayores tasas de
supervivencia después de la exposicion gastrointestinal completa y las reducciones
a lo largo de las fases gastrica e intestinal fueron mas progresivas para las células

sin encapsular.

El efecto protector de la microencapsulacion sobre los probidticos expuestos a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal es notable. Es importante tener en
cuenta la sobrevivencia de las células probidticas, ya que, deben ser capaces de
mantener su viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento, y condiciones
habituales del tracto gastrointestinal de los seres humanos, con el fin de

proporcionar beneficios para la salud (Liu y col., 2020).

Existe informacion muy limitada sobre la adicidbn de probidticos encapsulados

adicionados a extractos de vegetales fermentados.
VII.8 Viscosidad aparente

En la mayoria de los productos fermentados, la viscosidad es uno de los atributos
gue mas influye en su calidad y aceptacion sensorial (Chavez-Martinez y col., 2020).
Por otro lado, se ha reportado que la tension de corte y el aumento de temperatura
durante la sonicacién resultan en una significativa modificacion en las propiedades
fisicoquimicas de macromoléculas como la grasa y la proteina de la leche. Esto
altera la consistencia y las propiedades de textura de los productos lacteos
fermentados (Abesinghe y col., 2019).
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Los resultados sobre la viscosidad aparente en las muestras de la bebida
fermentada de almendra a las 2 semanas de almacenamiento mostraron que las
muestras con las células encapsuladas con aislado de proteina de suero mostraron
la mayor viscosidad (Figura 4). Por otro lado, las muestras con las células
encapsuladas con inulina/almidén mostraron los menores valores de viscosidad. No
obstante, se observé que hubo una tendencia a disminuir los valores de viscosidad
al mantenerse la velocidad de cizallamiento y disminuir la tension de corte, mas

pronunciado para las muestras encapsuladas con aislado de proteina de suero.

En este contexto, un comportamiento de fluido no newtoniano también ha sido
observado recientemente en otros estudios. Ahsan y col. (2021), evaluaron las
propiedades fisicoquimicas de los extractos de soja fermentada por LAB durante 0,
8, 16 y 24 dias de almacenamiento. Los resultados mostraron que los extractos de
soja no son un fluido newtoniano ya que su viscosidad fluctué consistentemente
bajo diferentes fuerzas de corte a una temperatura constante y las tres variedades
fermentadas con diferentes bacterias mostraron una relacion no lineal entre la

viscosidad y el esfuerzo cortante.

En otro estudio, Maghsoudlou y col. (2015), evaluaron la ultrasonicacion en la
formulacién y estabilizacion de una bebida de almendra. Mostraron que los efectos
del tiempo de ultrasonicacién y el almidén modificado tuvieron una interaccion, el
almidén modificado aumenté la viscosidad a niveles bajos de ultrasonicacién y su
efecto disminuyd a medida que aumenté el tiempo de ultrasonicacion. Asimismo,
Bernat y col. (2014), estudiaron el comportamiento reolégico de un producto
fermentado probiético no lacteo a base de almendras e inulina. Los analisis
reolégicos de todas las muestras mostraron que tanto las curvas de velocidad de
corte ascendentes como las descendentes mostraron una degradacion estructural

progresiva con cizallamiento repetido, reflejando asi su naturaleza tixotrépica.
VI1.9 Capacidad antioxidante

Los resultados de la capacidad antioxidante para las muestras control,

ultrasonicadas con y sin fermentacion se muestran en el Cuadro 13. Ninguno de los
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tratamientos y el control mostraron actividad de inhibicion del radical libre DPPH. No
obstante, todos los tratamientos y el control mostraron actividad de inhibicion del
radical libre ABTS. Esto demuestra que las muestras de almendra no son buenas
donadoras de atomos de hidrogeno, sin embargo, son buenas donadoras de
electrones para reducir el radical cationico ABTS (Wotosiak y col., 2022).

Por lo tanto, se obtuvieron resultados favorables en cuanto a la capacidad
antioxidante por el método de ABTS, en donde la mayor actividad antioxidante se
mostro en las muestras ultrasonicadas y fermentadas con un valor de 38.46 + 1.06
a comparacién de la muestra control que resulté en el menor valor de capacidad
antioxidante con un valor de 22.79 + 3.90 (Cuadro 13). La fermentacion con L. casei
ATCC 334y el cultivo iniciador, asi como la aplicacién de la ultrasonicacion a 40 %
de amplitud afectaron significativamente la actividad eliminadora de radicales libres
en las muestras de la bebida fermentada de almendra. El uso de cepas de
Lactobacillus para la fermentacion, asi como la aplicacion de ultrasonicacién, puede
constituir una ruta prometedora para mejorar la capacidad antioxidante y cualidades

nutricionales sobre la bebida fermentada de almendra.

Asimismo, estudios recientes han demostrado el efecto de la fermentacion sobre la
capacidad antioxidante de los productos fermentados. Ahsan y col. (2021),
obtuvieron que la mayor actividad antioxidante en la de leche de soja se mostré en
la leche de soja fermentada con cocultivo, seguida de L. casei, L. acidophilous y con
el valor mas bajo la leche de soja no fermentada. Demostraron también que en los
fermentados de leche de soja se sugiere que las cepas L. acidophilus y L. casei son
capaces de producir altas cantidades de compuestos antioxidantes, probablemente
debido a su mayor actividad proteolitica sobre la fuente de proteinas.

En otro estudio, Jaman y Amal (2023), estudiaron la viabilidad de los probioticos y
actividad antioxidante de la leche de soja y almendras fermentadas con cepas
seleccionadas de probioticos Lactobacillus spp. Demostraron que tienen una alta
capacidad antioxidante en muestras fermentadas, incluso sometidas a varios dias
de almacenamiento. La mayor capacidad antioxidante en las muestras la

atribuyeron a que la fermentacion puede disminuir el contenido de polifenoles, lo
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que puede mejorar la digestion de proteinas y carbohidratos y mejorar la absorcién

de minerales, mejorando asi el valor antioxidante de los productos fermentados.

Por otro lado, varios estudios han observado que la aplicacion de la ultrasonicacion
tiene relacion en cuanto al aumento de la capacidad antioxidante en los productos
alimenticios. Se ha reportado que esta técnica ayuda en la liberacion de
antioxidantes unidos en matrices alimentarias, como &cidos fendlicos, &acidos

organicos, estilbenos, y flavanoles (Aadil y col., 2020).
VII.10 Analisis bromatolégicos

La composicion obtenida para la bebida fermentada de almendra fue similar a la
composicién encontrada por otros autores para las mismas variedades de estos
productos. Se realiz6 una comparacion con otros autores ya que actualmente no
existe una Norma Oficial Mexicana que establezca los valores minimos permisibles

para una bebida fermentada de origen vegetal.

Bernat y col. (2014), evaluaron la composicion quimica de un producto fermentado
probiotico no lacteo a base de leche de almendras e inulina, la composicion de
ambas bebidas fue bastante similar, aunque se obtuvo un mayor contenido de
proteinas en nuestro estudio (Cuadro 14), lo que puede deberse a la cantidad de
almendra utilizada para la formulacion de ambas bebidas, lo que también explica su
menor contenido de humedad y su menor contenido de grasa en nuestro estudio, a
comparacion de los resultados reportados. De la misma forma, Maghsoudlou y col.
(2015), evaluaron la composicion quimica de la formulacion de una leche de
almendra, sus resultados en cuanto al contenido de proteina fueron menores a los

resultados obtenidos en esta investigacion.
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VIIl. CONCLUSIONES

Esta investigacion demostré que L. casei ATCC 334 microencapsulado mediante
secado por aspersion en una matriz de inulina/almidén modificado, asi como de
aislado de proteina de suero, protegio su viabilidad ante las condiciones simuladas
del tracto gastrointestinal, comparado con el probidtico sin encapsular.
Adicionalmente, la bebida fermentada de almendra fue un buen vehiculo para L.
casei ATCC 334 en su forma libre y encapsulada. Por otro lado, se observé gran
viabilidad de las tres cepas evaluadas durante 4 semanas de almacenamiento. La
disminucion del pH y el aumento de acidez titulables fue mas notoria en el producto
conteniendo las bacterias libres. Esto demostr6 que la microencapsulacion logré

disminuir la post-acidificacion durante el almacenamiento.

Las muestras ultrasonicadas y fermentadas mostraron una mayor capacidad
antioxidante por el método de ABTS en comparacion de las muestras control. Los
valores de viscosidad aparente de todas las muestras disminuyeron conforme

avanzo la velocidad de cizallamiento.

Las muestras ultrasonicadas a 40 % de amplitud mostraron mejor estabilidad fisica
al obtenerse un menor % de separacion de fases en los extractos de almendra,
mientras que, los tratamientos de ultrasonido a mayor porcentaje de amplitud
(PA80) y control, mostraron menor estabilidad al tener un mayor porcentaje de

sélidos sedimentables.

Se desarroll6é una bebida fermentada de almendra adicionada con probiéticos, cuya
composicién quimica fue comparable a la de otras investigaciones, pero con mayor
contenido de proteina'y menor contenido de grasa, asi como buenas caracteristicas

de textura, viscosidad, acidez y estabilidad.
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