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INTRODUCCION

Tradicionalmente se ha utilizado la incorporacion de bacterias acido lacticas en
la elaboracion de alimentos fermentados, en la actualidad se cuenta con
procesos bien establecidos en la industria alimentaria, los cuales son utilizados
en la produccion de diferentes tipos de leches fermentadas. Las principales
especies utilizadas en la industria pertenecen al género Lactobacillus (L), como
son L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, y L. reuteri. Sin embargo, también se
incluyen bacterias del género Bifidobacterium. La mayoria de dichas bacterias
se clasifican dentro del grupo de los microorganismos probi6ticos, los cuales
son definidos como “microorganismos vivos, que al ser administrados en
cantidades adecuadas, confieren beneficios en el sabor, textura y aroma,
mejorando también la conservacion y el valor nutricional de los alimentos,
confiriendo beneficios a la salud de los consumidores (Sanz, 2003).

Los productos lacteos fermentados forman parte de los alimentos basicos en la
alimentacion mundial, gracias al aporte nutrimental de estos ya que su fuente
de elaboracion es la leche. Sin embargo, algunos de los componentes de
dichos productos pueden resultar de dificil digestibn para cierta parte de la
poblaciébn como son los que presentan intolerancia a la lactosa, o alergia a las
proteinas de la leche. Esto udltimo realza la importancia de buscar nuevos
vehiculos o formulaciones que permitan una mejor distribucion de bacterias
probidticas en atencién a la poblaciéon que no puede ingerir alimentos de origen
lacteo.

La elaboracién de productos a base de cereales es de gran importancia hoy en
dia, ya que estos alimentos aportan gran porcentaje de proteinas y
carbohidratos de facil digestién, lo que hace sustituible algunos alimentos que
existen en el mercado que provocan problemas digestivos, o bien en el futuro
estos productos pueden ser la base de la alimentacion una vez que se
adicionen los nutrimentos necesarios para la produccion de un alimentos
nutrimentalmente completo.

El amaranto es uno de los cereales de gran contenido nutrimental, en especial
de alto contenido amilaceo de 50 a 66% (Stone y Lorenz, 1984), y proteico del
12 al 22 % (Escudero et al., 2004; Segura-Nieto et al., 1992; Scilingo et al.,



2002). Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de
crecimiento de las bacterias probidticas, Lactobacillus reuteri y Bifidobacterium
animalis en extractos de amaranto; como parte de un proyecto global enfocado
a evaluar la posibilidad de obtener formulaciones de productos fermentados
derivados de amaranto, con caracteristicas sensoriales aceptables vy
principalmente aportando el beneficio de proteccion y crecimiento de la flora
intestinal benéfica con diferentes cepas probioticas.

JUSTIFICACION

Uno de los alimentos pertenecientes a la pirdmide nutrimental es la LECHE y
sus derivados fermentados, debido a su rico aporte en nutrimentos como
proteinas, vitaminas, grasas y carbohidratos; sin embargo, los problemas de
salud asi como sindromes metabdlicos reducen el consumo de productos

lacteos.

Siendo la intolerancia a la lactosa el mayor problema registrado por el consumo
de leche, casi el 70% de la poblacion adulta del mundo son intolerantes a la
lactosa la principal fuente de carbono en dicho alimento. En México, se estima
que 1 de cada 3 adultos tienen esta condicién. La intolerancia a la lactosa nos
afecta mas a los adultos que a los nifios, debido a que la lactosa es una en
enzima inducible (Terrés, 2002). Por lo que es necesario recurrir al uso de otras
fuentes alimentarias que puedan aportar los nutrimentos principales como

proteinas y carbohidratos.

Los cereales son alimentos que se encuentran en el primer cuadro de la
pirAmide nutrimental ya que son ricos en proteinas y carbohidratos. El
amaranto es uno de los pseudocereales mas completos y de mayor produccion
en México (INCAP/OPS, 2002). Por lo que la caracterizacion del crecimiento de
bacterias probidticas en extractos de amaranto resulta de interés como una
nueva opcion para la generacion de alimentos fermentados con bacterias
probioticas enfocados a los consumidores intolerantes a los productos lacteos y
a la poblacion en general para mejorar la salud intestinal y lograr los efectos

benéficos en la salud en general que aportan las bacterias probiéticas.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la capacidad de crecimiento de las bacterias probioticas, Lactobacillus

reuteri y Bifidobacterium animalis en leche de amaranto.
OBJETIVO ESPECIFICO:

e [Estandarizar el extracto de amaranto como medio de cultivo.

e Caracterizar el crecimiento de Lactobacillus reuteri y Bifidobacterium
animalis en extracto de amaranto.

e Evaluar la actividad proteolitica durante el crecimiento de las bacterias
probidticas en extracto de amaranto.

CARACTERIZACION DEL AREA DONDE SE REALIZO EL
PROYECTO

El proyecto se realiz6 en la UNIDAD DE INVESTIGACION Y DESARROLLO
EN ALIMENTOS (UNIDA) haciendo uso de los LABORATORIOS DE
MICROBIOLOGIA, ENZIMOLOGIA e INGENIERIA DE ALIMENTOS.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al aumento en los problemas de salud como obesidad y colesterol
elevado, ademas de la mala digestién y asimilacién de ciertos nutrimentos en
productos alimenticios elaborados con leche, se propone como alternativa uno
de los alimentos de mayor produccién en nuestro pais como es el amaranto,
explotando sus principales componentes como carbohidratos y proteinas;
siendo el punto de investigacion la capacidad de crecimiento de bacterias
probidticas en una bebida a base de amaranto, para conferir beneficios a la
salud del consumidor, asi como mejorar la distribuciéon y consumo de alimentos

probidticos.

ALCANCES Y LIMITACIONES



FUNDAMENTO TEORICO

PROBIOTICOS

El término “probidtico” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y
Stillwell; a diferencia de los antibioticos, se definidé al probidtico como aquel
factor de origen microbiolégico que estimula el crecimiento de otros
organismos. En 1989, Roy Fuller enfatiz6 el requisito de viabilidad para los
probiéticos e introdujo la idea de que tienen un efecto beneficioso para el
huésped. Los probidticos son microbios vivos que pueden incluirse en la
preparacion de una amplia gama de productos, incluyendo alimentos,
medicamentos, y suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus vy
Bifidobacterium son las mas comunmente usadas como probidticos (OMG,
2008).

BIFIDOBACTERIAS: CARACTERISTICAS

Se encuentran normalmente en el intestino humano y aparecen pocos dias
después del nacimiento. Son una de las especies predominantes en el colon
junto con Eubacterium, Clostridium y Bacteroides. Producen enzima B-
galactosidasa que mejora la intolerancia a la lactosa y son antagénicas con E.
coli y Shigella, ya que modifican las condiciones de acidez y condicionan la
formacién de acido lactico y acético. El aumento de la concentracién de las
bifidobacterias en la flora intestinal incrementa la conversion de carbohidratos a
acidos organicos (lactico y acético), estimula el peristaltismo del intestino y

contribuye a regularizar el transito intestinal enlentecido (Lagnero, 2007).

LACTOBACILLUS: CARACTERISTICAS

Son bacterias 4&cido-lacticas, bacilos o cocos gram positivos. Son
microorganismos anaerobios y/o tolerantes a condiciones aerobias. Pueden ser
homo o heterofermentativos, segun las caracteristicas de su metabolismo
fermentativo y mesofilicos o termofilicos, segun las temperaturas optimas de
desarrollo. Otra caracteristica es su capacidad de adherirse a las mucosas y
producir sustancias bacteriostaticas y/o bactericidas (bacteriocinas) (Lagnero,
2007).



Las bacterias acido lacticas (BAL), entre las que se encuentra la especie
Lactobacillus, han sido utilizadas para la conservacion de alimentos mediante
fermentacion durante miles de afos; pueden ejercer una funcion doble,
actuando como agentes fermentadores de alimentos, pudiendo ademas
generar efectos benéficos a la salud. En términos estrictos, sin embargo, el
término “probidtico” debe reservarse para los microbios vivos que han
demostrado en estudios humanos controlados producir un beneficio a la salud.
La fermentacidén de alimentos brinda perfiles de sabor caracteristicos y reduce
el pH, lo que impide la contaminacion provocada por posibles patdgenos. La
fermentacién se utiliza a nivel mundial para el mantenimiento de una gama de
materiales agricolas sin procesar (cereales, raices, tubérculos, frutas y

hortalizas, leche, carne, pescado etc.).

MECANISMOS DE ACCION

Se han desarrollado diversas pruebas en animales y estudios in vitro, sin
embargo, la eficacia de un probibtico seleccionado in vitro puede cambiar
cuando es administrado al huésped por la gran influencia de factores mas
complejos como la ingestidén selectiva. Riquelme et al. (2002) han demostrado
que las cepas probidticas ejercen una accién protectora contra la adherencia, la
colonizacion, la reproduccién y la accidén patdgena de agentes enteropatégenos
especificos, mediante distintos mecanismos de acciébn que aun no han sido
completamente esclarecidos. No obstante, entre los mecanismos mas
significativos que se han propuesto destaca la privacion a los agentes
patdogenos de los nutrientes especificos. Los nutrientes estan presentes en
cantidad limitada en el intestino; si las bacterias benéficas consumen estos
nutrientes necesarios para el desarrollo de agentes patdgenos, limitan su

proliferacion (Lagnero, 2007).

Los microorganismos probidticos compiten con los patégenos no solo por los
nutrientes sino también por el espacio fisico. Algunas bacterias pueden inhibir
la adherencia de los agentes patdégenos a los sitios receptores por un
mecanismo de obstruccion estérica o de bloqueo especifico del receptor, con lo
que se produce una prevencion de la colonizacion de microorganismos
patdgenos por inhibicion competitiva en los lugares de adhesion. Por otro lado,

los prebidticos estimulan la produccion de numerosas sustancias



antimicrobianas especificas, como las bacteriocinas, acidos grasos volatiles de
cadena corta, peréxido de hidrogeno y acido lactico, por lo que se reduce el pH
liminal; este se considera el principal mecanismo por el cual las bacterias
lacticas inhiben el crecimiento de diferentes bacterias patégenas como E. coli,

Streptococcus y Salmonella (Amores, 2002).

REDUCCION DE COLESTEROL

Los probidticos presentan la caracteristica de aumentar la actividad de las
hidrolasas de las sales biliares en el higado, las cuales se unen al colesterol y
ayudan a su eliminacion, teniendo un efecto hipocolesterolémico (Garcia,
2002), hay que tener en cuenta que es necesario la presencia del aditivo
probidtico en la dieta de forma constante para lograr la accion
hipocolesterolémica.

La administracion de Lactobacillus reuteri (10* UFC/dia) a ratones con
hipocolesterolemia durante siete dias disminuyé el colesterol total en un 38%
originando concentraciones séricas de colesterol similares a las del grupo
control. Esta dosis de L. reuteri causd una reduccion de un 40% en los
triglicéridos y un aumento del 20% en el cociente LDL/HDL, sin modificar la

flora normal del bazo y el higado (Amores, 2002).

REGULACION DEL TRANSITO INTESTINAL

Ciertas bifidobacterias probidticas, entre ellas Bifidobacterium animalis
promueven la produccion de &cido acético y otros acidos organicos que
estimulan la peristalsis y regulan el transito intestinal. Varios estudios indican
gue esta cepa previene el desarrollo de lesiones preneoplasicas en modelos
animales de tumor col6nico y disminuye actividades enzimaticas
procarcinogénicas (3-glucuronidasa) de la microbiota colénica, ademas,
disminuye la proliferacion de la linea celular tumoral intestinal humana vy
aumenta su diferenciacidén, dos parametros celulares fuertemente asociados al
proceso de tumorizacién. Estos estudios sugieren que el consumo de B. lactis
podria ser un factor protector frente al desarrollo de cancer colo-rectal en el ser
humano. Por otra parte el consumo de B. lactis por dos semanas en

voluntarios sanos disminuy0 significativamente los niveles en saliva de S.



mutans, un patdgeno implicado en el desarrollo de las caries dentales (Mundo

Lacteo y carnico, 2009).

ERRADICACION DEL H. pylori (EFECTO GASTRO-PROTECTOR)

El Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa que coloniza la mucosa
del estbmago dando lugar a gastritis crénica y Ulcera péptica y que esta
relacionada con el desarrollo de cancer gastrico. Generalmente se adquiere
en la infancia, siguiendo un modelo de transmisién fecal-oral, y persiste a lo
largo de la vida. La infeccién por Helicobacter pylori constituye un problema
sanitario de gran envergadura, dado el importante costo para los Servicios de
Salud que acarrea la patologia gastroduodenal relacionada con la infeccion.
Se ha demostrado que L. reuteri posee una proteina en su superficie celular
que inhibe la unién del Helicobacter pylori a los receptores de glicolipidos de
membrana, lo que da lugar a una competencia por el receptor que impide la

colonizacion por dicha bacteria (Mennickent y Green, 2009).

SISTEMA PROTEOLITICO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas tienen un sistema eficiente para reducir grandes
subunidades de caseinas a oligopéptidos o pequefias cadenas de aminoacidos
y proveer a las células con los aminoacidos necesarios para su crecimiento en

leche.

Aungue las bacterias acido lacticas varian considerablemente en su capacidad
para degradar las proteinas de la leche, muchos organismos poseen sistemas
similares. Para las bacterias acido lacticas, la caseina es la principal fuente de

nitrégeno.

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas se compone de tres

pasos:

e El primer consiste en la protedlisis de la caseina por proteasas ligadas a
la pared celular para formar una gran cantidad de péptidos

e En el segundo paso los péptidos son transportados dentro de la célula
por uno de los sistemas de transporte de péptidos.

e Una vez dentro de la célula, los péptidos son degradados por un diverso

grupo de peptidasas hasta formar aminoacidos libres, los cuales son
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metabolizados o asimilados para formar proteinas (Decker, 2001)
(Juillard, 1995) (Kranenburg, 2002).

Las bacterias heterolacticas son mas importantes que las homolacticas desde
el punto de vista de la produccion de componentes de aroma y sabor, tales
como acetaldehido y el diacetilo.

VIABILIDAD E IDENTIDAD DE CEPAS DECLARADAS EN PRODUCTOS
PROBIOTICOS COMERCIALES

La propia definicion de probiotico exige el mantenimiento de la viabilidad de los
microorganismos que lo integran durante todo el periodo de vida util del
producto, ya que esto condicionara su efectividad; si bien ciertas propiedades
inmunolégicas también se han atribuido a bacterias no viables. Aunque todavia
existe poca informacién sobre las dosis y la frecuencia de consumo necesaria
para garantizar la efectividad de estos productos, en general, se considera
necesario que diariamente entre 10° y 10'° organismos viables alcancen el
intestino delgado. Por ello, se sugiere que estos productos mantengan unos
valores de microorganismos viables de 10%-10” UFC/mL o g. De hecho, en
Japon, la Asociacion de Leches Fermentadas y Bebidas Lacteas, y en Suiza, el
Organismo de Regulacion Alimentaria, han establecido que los productos que
contengan bifidobacterias deben presentar valores de entre 107 y 10 UFC/mL,
respectivamente. Asimismo, la correcta identificacion de las especies utilizadas
y su correlacién con las declaradas es otro aspecto que se debe exigir en
cualquier producto probidtico. Esto requiere la aplicacion no s6lo de métodos
microbioldgicos convencionales de identificacion, sino también de técnicas
moleculares, ya que no siempre es sencillo resolver la posicion taxonémica de
las cepas probidticas; también es necesario garantizar la existencia de técnicas

eficaces que permitan el seguimiento de las introducidas en el mercado.

En los ultimos afos, se estan realizando estudios sobre la viabilidad y la
identidad de las cepas de productos probidticos comercializados, incluyendo
productos lacteos y suplementos alimentarios. Estos analisis indican que, en
productos lacteos, los valores de bacterias lacticas alcanzan valores altos entre
10% -10° UFC/mL. Por el contrario, en los suplementos, éstos son, en algunos

casos, reducidos entre 103y 108 UFC/mL, limitando su potencial efectividad. En
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cuanto a las cepas declaradas, se observan incongruencias hasta en el 47% de
los suplementos y en el 40% de los productos lacteos.

Por ejemplo, en ciertas preparaciones de probioticos liofilizados se han
detectado diferencias entre las especies de los géneros Bifidobacterium y
Bacillus declaradas y las detectadas en el producto del mercado, asi como la

presencia de otras no declaradas. (Y.Sanz, 2003)

En yogures y otras leches fermentadas, comercializadas en Espafia, también
se han realizado recientemente analisis de viabilidad de las bacterias lacticas
empleadas en su elaboracion durante el almacenamiento a 4 °C. Los
principales microorganismos que participan en la fermentacion de estos

derivados lacteos pertenecen a los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y

Streptococcus.

En todos los casos, se ha puesto de manifiesto la presencia de valores de
bacterias lacticas suficientemente elevados (107-108 UFC/ g) para garantizar su
funcionalidad (Vinderola Y Reinheimer, 2000). Concretamente, en productos
que contienen bifidobacterias y los iniciadores tipicos de yogures (L.
delbrueckii y S. thermophilus) se observa que la flora esté integrada entre el 6 y
el 10% por bifidobacterias (10%-10” UFC/g), entre el 70 y el 90% por
Streptococcus (107-108 UFC/g) y entre el 5y el 10% por Lactobacillus (106-107
UFC/g). En yogures con fermentos convencionales, los estreptococos
constituyen entre el 80 y el 90% (108 UFC/q), y los lactobacilos entre el 10 y el
20% (107 UFC/g). El recuento total disminuye gradualmente durante el periodo
de almacenamiento, y en la fecha de caducidad las reducciones estan en torno
al 8 y el 15%, siendo mas acusadas en productos en los que el pH es mas
bajo. Ademas, las pérdidas de viabilidad son mayores en bifidobacterias que en
lactobacilos y estreptococos. Los valores finales permanecen por encima de
108 UFC/g o mL, aunque hay variaciones dependiendo del producto, de su
tecnologia y de las cepas empleadas. En la Tabla 1 se presentan diversos
productos lacteos probidticos que hoy se encuentran en el mercado. No
obstante, es importante establecer correctamente los tiempos de vida util,
respetar las fechas de caducidad y mantener las temperaturas de refrigeracion
para su correcta conservacion (Sanz, 2003).

12



Tabla 1. Productos probidticos en el mercado actual en México

PRODUCTO
ALIMENTACION

PROBIOTICO
SIMBIOTICO

CONCENTRACION

EFECTO PROBIOTICOFG

Actimel Lactobacillus 108 UFC/mL e Ayuda a mejorar la
. re;pqesta mmumFarla.

e Disminuye el tiempo

de duracioén de
DN 114001 diarreas.

e Ayuda al equilibrio de
la flora intestinal vy
favorece la absorcion
de nutrientes.

Yakult Lactobacillus 108 UFC/mL e Modulacion de la flora
casei Shirota intestinal. . .,

e Favorece la digestion
de la lactosa.

YIT9018 e Previene y trata
constipacién y diarrea

e Controla la
reproduccion de las
bacterias nocivas
dentro del intestino.

Activia Bifidobacterium 108 UFC/mL e Ayuda al equilibrio de
animals D UL RO
ActiRegularis 173010 intestinal.
Ser con Bifidobacterium 108 ufc/mL e Contribuye al equilibrio
animalis DN (rj:gullzriggrrlibmtesnnagi
Biopuritas 173010 transito intestinal.
BioGaia L. reuteri ATCC e Antidiarreico

e Reconstituyente de la
flora intestinal
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El desarrollo de tecnologias probi6ticas como los que se presentan en la tabla
1, ha permitido que los avances en la tecnologia alimentaria sea mas amplia,
permitiendo el uso de otras materias primas como son los cereales para la
realizacion de productos probidticos sin ser derivados lacteos, dando origen a

una linea de productos para la sociedad.

CEREALES

En los ultimos afios, la ciencia de la nutricibn puso mayor énfasis en el estudio

de la alimentacion orientada a preservar la salud y prevenir enfermedades.

La mitad de las muertes en Occidente son producto de la aterosclerosis; sin
embargo, hasta no hace mucho, la carne y los productos lacteos se
consideraban la piedra angular de una alimentacion correcta. Ahora sabemos
que el tipo de grasa que se encuentra en los alimentos de origen animal es la
responsable del aumento del colesterol, uno de los principales factores de

riesgo cardiovascular reconocido.

Esta demostrado que el consumo habitual de alimentos de origen vegetal:
cereales, legumbres, frutas y verduras, protege al organismo influyendo
positivamente sobre la salud y la longevidad. Los cereales han constituido la
base de la alimentacion humana desde que el hombre primitivo deja de ser

recolector para ser productor de alimentos.

La familia de las gramineas, a la cual pertenecen los cereales, es numerosa y
prolifica, existen aproximadamente unas cinco mil especies. Los granos de los
cereales se componen de dos partes: la cascara, externa, y la semilla. La
primera esta formada casi exclusivamente por celulosa, no digerible por el
organismo, pero que desempefia un importante papel en el normal
funcionamiento y la evacuacién del intestino. La semilla también se compone
de dos partes: el germen o embrién, muy rico en vitaminas B, E y F, minerales,
grasas y proteinas, y el endospermo integrado por una cubierta de aleurona,
abundante en proteinas y grasas, y por las celdillas de almidon o fécula, que
constituyen el 80% del grano. En las partes grasas se encuentra la leucina,
cuya funcién consiste en mantener liquido el colesterol e impedir de este modo

gue se formen depdsitos nocivos en las paredes de los vasos sanguineos. La
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fibra cruda o salvado, por ejemplo, a pesar de que no es digerible por nuestro
organismo, tiene la capacidad de desempefar funciones importantisimas.
Permite, en primer lugar, aumentar el volumen de las heces, y con su accion
ligeramente laxante, favorece el transito intestinal con ventajas notables: ayuda
a resolver problemas de estrefiimiento, limita el contacto de la masa fecal con
las paredes del intestino, reduce el estancamiento de la masa fecal, impidiendo
la fermentacion que incrementa la posibilidad de producir inflamacion,

contribuye a la eliminacién de colesterol, etc.. (Roman, 2004)

AMARANTO

CARACTERISTICAS GENERALES DEL AMARANTO

El potencial nutritivo del grano de amaranto fue reconocido por culturas
americanas como la Azteca, Inca y Maya. Era consumido por estas
civilizaciones americanas juntamente con maiz y poroto. Sin embargo, por
estar ligado a rituales religiosos fue prohibido por los espafioles al conquistar
América (Becerra, 2000). Esta situacibn se mantuvo durante siglos vy la
consecuencia fue la desapariciéon del mismo como fuente de alimentacién en
ciertas regiones. En las Ultimas décadas, no s6lo se ha cultivado en México
y América Central sino también se expandié por América Latina, Asia,
Europa y algunos paises de Africa.

Actualmente el principal productor es China con 150 mil hectareas (has)
cultivadas, seguida por India y Pert (1.800 has), México (900 has) y Estados
Unidos (500 has) (Escudero et al., 2004).

El amaranto es un pseudocereal originario de América Central, muy comdn en
la dieta de América precolombina. En las ultimas décadas su cultivo despert6
beneficio en varios continentes del mundo. Este beneficio fue y es motivado por

el elevado potencial del amaranto como fuente de nutrientes.
El Amaranthus spp. como cultivo se originG en América. A. cruentus, A.

caudatus y A. hypochondriacus son las tres especies domesticadas para utilizar

Su grano.
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VALOR NUTRITIVO

1. Proteina

El amaranto posee entre 14 y 18 g de proteina —valor superior al de otros
cereales (p.e. trigo: 10 & 15 g; arroz: 5 & 8 g). Las extraordinarias propiedades
nutricionales y fisicoquimicas de la proteina del amaranto estan bien
documentadas. Su importancia no radica en la cantidad sino en la calidad de la
misma con un excelente balance de aminoacidos (ante todo los esenciales). El
amaranto se destaca por un contenido importante de lisina, aminoécido
esencial en la alimentacion humana, que comunmente es mas limitante en
otros cereales.

Segun la FAO (Food and Agricultural Organization / Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion) y la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud), sobre un valor protéico ideal de 100, el amaranto posee
75, la leche vacuna 72, la soja 68, el trigo 60 y el maiz 44.

Cuando se realizan mezclas de harina de amaranto con harina de maiz, la
combinacion resulta excelente, llegando a indices cercanos del 100, porque el
aminoacido que es deficiente en uno abunda en el otro. Ademas, la
digestibilidad de su grano es del 93%. A su vez, el grano de amaranto no posee

gluten, por lo que es un alimento apto para celiacos.

2. Grasa

Ingerir &cidos grasos poli-insaturados (esenciales, entre ellos los acidos grasos
w-3 y w-6), para el ser humano es de interés vital porque nos proveen con
energia, bajan el colesterol, inhiben la produccion de coagulos de sangre y
disminuyen el riesgo de enfermedades cardiovasculares —estudios recientes
llegan a suponer que los acidos grasos w-3 sean capaces de proteger el
organismo ante trastornos cardiacos. En 100 g del amaranto, de sus
aproximadamente 8 a 9 g (arroz y trigo: de 0,5 a 2 g), alrededor del 70% de la
grasa son acidos grasos insaturados, en una combinaciéon muy apropiada para

la alimentacién humana (arroz blanco y trigo: solo entre 2 y 10%).
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3. Vitaminas

B1 (tiamina); juega un papel importante en el metabolismo de carbohidratos
principalmente para producir energia, ademas de participar en el metabolismo
de grasas, proteinas y acidos nucleicos, ADN y ARN; es esencial para el
crecimiento y desarrollo normal y ayuda a mantener el funcionamiento propio
del corazédn, sistema nervioso y digestivo) el amaranto contiene: alrededor de
0.8 mg (arroz: 0.4 mg; trigo: 0.4 a 0.5 mg). B9/B11 (acido fdlico); entre otras
funciones necesario para la creacion y division celular en general, y
especialmente para la creacién de los ADN; con esto es de suma importancia
para los fetos durante el embarazo: Encontramos en el amaranto como 50 ug
por 100 g (arroz: menos de 20 ug; trigo harina blanca: alrededor de 6 pg /

harina integral: unos 30 pg).

4. Fibra

De este componente nutricional indispensable para el metabolismo y la
digestién regular sana, y como protecciéon contra muchas enfermedades, el
amaranto nos brinda unos 14 hasta 15 g (arroz: 1 a 4 g; trigo: entre 4 y 12 g,

otra vez en dependencia del tipo de la molienda).

5. Carbohidratos

Los carbohidratos del amaranto por su estructura tan fina, son muy faciles de
digerir, por lo que estos proveedores principales de energia para el cuerpo
humano, al consumir éste productos de amaranto, rapido se ponen a nuestra
disposicion (criterio indispensable con el que debe cumplir un alimento para
que pueda brindar beneficios a los deportistas, especialmente los de alto
rendimiento, en su entrenamiento).

El componente principal en la semilla del amaranto es el almidon, representa
entre 50 y 60% de su peso seco. El diametro del granulo de almidén oscila
entre 1 y 3 micrones, mientras que los de maiz son hasta 10 veces mas
grandes y los de la papa pueden ser hasta 100 veces mayores. Estas
reducidas dimensiones del granulo de almidon del amaranto facilitan su
digestién, que resulta de 2.4 a 5 veces mas rapida que el almidén de maiz
(INCAP/OPS, 2002).
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MATERIALES Y METODOS

MATERIA PRIMA

La informacion proximal de las 3 materias primas utilizadas, se describe a continuacion
en las tablas 2, 3 y 4.obtenida de las tablas nutrimentales de los productos.

Tabla 2. Informacion nutrimental de leche entera por cada 250 mL

Proteinas 7849
Carbohidratos 12 g

Grasas 12¢g
Fibra dietética 0g

Tabla 3. Informacién nutrimental de amaranto por cada 100 g de amaranto

reventado
Proteinas 1589
Grasas 6.29
Fibras 49¢
humedad 8¢9

Tabla 4. Informacion nutrimental de producto envasado “Amaranth” por cada 100

gramos
Proteinas 12 g
Carbohidratos 74.19g
Grasas 6.69
Fibra 3.2¢9

CEPAS BACTERIANAS

La cepa Bifidobacterium animalis (BLCI CO5486I1A) se adquirid a la empresa
Lyofast en forma liofilizada. Se tomo una azada del liofilizado y se reactivo en
10 mL de caldo MRS, se incubé a 37°C por 6 horas .

La cepa Lactobacillus reuteri (NRRL B-14171) fue donada por el Agricultural

Research Service del USDA, se tom6 del stock que se encontraba en la
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Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA), en caldo
MRS:Glicerol (50:50) en congelacion y se reactivé en 10 mL de caldo MRS, se
incubo a 37°C por 8 horas.

Una vez las cepas reactivadas en 10 mL de caldo MRS, se inoculd por estria
cruzada en placas de agar MRS, las placas se dejaron incubar a 30 °C durante
12 h. A continuacion las colonias seleccionadas fueron inoculadas en 10 mL de
caldo MRS durante 8 h. De este cultivo se prepararon Stocks (Cultivo:glicerol
50:50) los cuales se guardaron en congelacion y se sembr6 por estria sobre

cufias de agar MRS.

ESTANDARIZACION DEL INOCULO

Con un asa se tomo un in6culo del cultivo en cufia de agar MRS y se sembré
en 10 mL de caldo MRS, posteriormente con este cultivo se inoculé un matraz
con 50 mL de caldo (1% de in6culo). Para identificar el tiempo necesario para
alcanzar el final de la fase exponencial, se realizaron cinéticas de crecimiento
midiendo densidad Optica (DO) a 540 nm en un espectrofotémetro BIO-RAD
Smartspec 3000 y unidades formadoras de colonias (UFC) por vaciado en

placa con medio MRS. Las tomas de muestra se realizaron cada 2 horas.

ESTANDARIZACION DEL EXTRACTO DE AMARANTO REVENTADO

Se utiliz6 amaranto reventado de una marca comercial, el cual fue molido en un
molino “PULVEX” localizado en las instalaciones de la UNIDA, el producto
molido fue pasado por un tamiz malla 60 con la finalidad de homogenizar las
muestras y reducir el contenido de fibras gruesas en el extracto final.

La harina tamizada obtenida fue almacenada en un recipiente seco y protegida
de la humedad.

Se procedi6 con la preparacion del extracto mezclando 25 g de harina en 500
mL de agua purificada (1:20 p/v), la mezcla fue licuada durante 5 min para
homogenizar.

La mezcla obtenida fue dejada en reposo durante 2 h, para que las particulas
gruesas sedimenten, posteriormente fue decantada vy filtrada para dar un mejor
aspecto.

Posteriormente el extracto fue sometido a un proceso de esterilizacion a 121 °C
y 15 Ib/plg? de presion.
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A estos extractos se les determiné el contenido de proteinas por el método de
Bradford, azlcares reductores por el método del acido 3,5 Dinitrosalicilico
(DNS) (ANEXO D) y azucares totales siguiendo el método de Dubois (fenol
/sulfarico) (ANEXO C) con el fin de conocer las propiedades y condiciones

iniciales de las que se iniciara la fermentacion en este medio.

ESTANDARIZACION DEL EXTRACTO OBTENIDO A PARTIR DE
AMARANTO EN POLVO ENVASADO

La mezcla preparada a partir del polvo de amaranto “Amaranth EcoMil Instant”
de la marca BIO ORGANIC se realizé agregando 25 g de harina en 500 mL de
agua purificada (1:20 p/v), una vez preparada la mezcla fue licuada durante 5
min para homogenizar. Posteriormente la leche obtenida fue esterilizada a 121

°C y 25 Ib/in? de presion.

CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO DE L.reuteri y B. animalis EN
EXTRACTOS DE AMARANTO

Para caracterizar el crecimiento de L. reuteri y B. animalis en extractos de amaranto,
se tomaron alicuotas del in6culo estandarizado y se sembraron en 400 mL de extracto,
considerando un volumen de in6culo del 1%. Se realizaron cinéticas de crecimiento a
37°C, evaluando la concentracién celular por conteo en placas vertida de MRS,
realizando 6 movimientos girados hacia la derecha, 6 hacia la izquierda, arriba
y abajo, expresada en unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

Se determiné el pH utilizando un potenciémetro Orion Mod.420A vy la acidez titulable
por el método de la AOAC (1990) utilizando una solucion de hidroxido de sodio

0.1 N valorada, reportando acidez en g de acido lactico/L.

CUANTIFICACION DE GRUPOS AMINO LIBRES

Se evalu6 la actividad proteolitica de los cultivos en los preparados de
amaranto por medio de la liberacion de los grupos amino libres solubles en
acido tricloroacético (TCA), utilizando el &cido trinitrobencensulfurico (TNBS) de
acuerdo al método McKellar (Anexo B). Esta determinacién cuantifica grupos

aminos libres y algunos péptidos. El TCA precipita las proteinas y los péptidos
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mas largos, y el TNBS reacciona con los grupos amino terminales presentes en

la fraccién soluble formando un croméforo amarrillo.

L.reuteri,L.casei, B. animalis

Extracto Extracto ¢/
c/harina de producto
amaranto Amarant

Leche de vaca
envasada

Determinacion de pH. Acidez e
titulable, cuantificacion de
grupos aminos libres, UFC

G

Figura 1. Diagrama de flujo de actividades.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DEL EXTRACTO DE AMARANTO

La composicién compleja del extracto de amaranto formulado, originaron el
analisis de azucares reductores y totales de este, se obtuvieron
concentraciones de 0.215 mg/mL y 4.506 mg/mL respectivamente. Estas
concentraciones nos indican que el medio tiene fuentes de carbono como son
los almidones del cereal son necesarios para el crecimiento microbioano. De
igual forma la determinacion de la concentracion proteica se reporta en dos
estados con y sin agitacion presentando una concentracion de 6.848 y 3.73
mg/mL respectivamente, teniendo como fuente de alimento, proteinas para su
crecimiento, provocando poca disminucion en su pH, en comparacion con los
otros medios usados que contienen un alto contenido de azucares, esto debido
al comportamiento del sistema metabodlico de las cepas utilizadas en la
asimiilacion de las distintas fuentes de alimentacion presentes en este medio
complejo, favoreciendo el desarrollo de caracteristicas organolépticas como
sabor y flavor. EI aumento de la concentracién de proteinas y/o de las fuentes
de carbono inhibian el crecimiento de las unidad es formadoras de colonias y
no se obtenian una disminucién en pH o aumento de acidez, indicando que a

mayor concentracion de sustratos se inhibia el crecimiento microbiano.

CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO DE B. animalis y L. reuteri EN
EXTRACTO DE AMARANTO

Se observd un crecimiento maximo de 107 y 108 con ambas cepas en los
distintos medios de amaranto y de leche. Sin embargo, el mayor crecimiento se
presentd con ambas cepas, B. bacterium y L.reuteri; en el medio a base de
producto Amarant, llegando entre 4 y 6 horas a su crecimiento maximo como
se observa en la figura 2. A una concentracion de 108, es importante mencionar
gue este crecimiento se logro gracias a que la composicion de este producto
presenta una concentracion mas alta de  azucares ya que contiene

maltodextrinas de maiz y jarabe de maltosa, favoreciendo el crecimiento, pero
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provoca una mayor disminucién de pH produciendo la precipitacion de las
proteinas presentes en el medio, propiciando una apariencia desagradable.

En los medios de harina de amaranto, asi como en leche entera se observo un
crecimiento adecuado, a una concentracién de 107, concentracién minima para
que el alimento tenga el efecto probiético mencionado por Vinderola &
Reinheimer (2000). La cepa de B. animalis presenta un mejor crecimiento en
los medios utilizados, comparado con L. reuteri, siendo ambas bacterias
heterolacticas Bifidobacterium presenta una asimilacion mejor de nutrientes
que L. reuteri, aprovechando carbohidratos y proteinas como principal fuente

de alimento, marcando la diferencia metabdlica entre cada cepa.

B.animalis en harina de amaranto.

B. animalis en producto Amarant

B. animalis en leche entera
1.5

L.reuteri en harina de amaranto.

Pt

log( UFC/UFCO)
~~—
el

L.reuteri en producto Amarant

L.reuteri en leche entera

t

Tiempo (h)

Figura 2. Log UFC/UFC, del crecimiento de diferentes microorganismos.

DETERMINACION DE pH y Acidez.

La variacion de pH en ambas cepas con los medio de leche entera y extracto
de amaranto fue muy poca, esto se debe a que la leche entera posee una alta
capacidad amortiguadora debido a la presencia de fosfatos solubles,
bicarbonatos y caseinas presentes reporta McCarthy & Sing en el 2009, el bajo
pH que se reporta en la fermentacion con el producto Amarant se debe
principalmente a la alta concentracion de diversos azucares presentes (
maltodextrinas de maiz y almidones)
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A pesar de la minima variacion de acidez en las distintas fermentacion se
observa una mayor presencia de acido lactico en el crecimiento con leche
entera, esto se debe a que el azUcar que contiene, la lactosa; se oxida
produciendo principalmente acido lactico, también atribuyéndole a las caseinas
parte de la acidificacion.

En el caso de las fermentaciones realizadas con los medios a base de
amaranto se observa en la figura 4 el incremento y variacion de acido lactico es
minima, es importante recordar que las bacterias heterofermentativas son
capaces de producir diversos acidos organicos aparte del acido lactico,
haciendo uso de las diversas fuentes nutricio del medio de cultivo, dependiendo
del tipo de metabolismo que las bacterias presente, en este caso de las
proteinas presentes en el medio del pseudocereal, por lo que la formacion de
acido lactico es poca, pero no se descarta la produccién de otros acidos
organicos.

Lo citado por Mc Carthy & Sing en 2009; Los valores altos en acidez natural
son indicadores de leches ricas en proteinas o de otros constituyentes con
capacidad buffer, explica el por qué la leche entera presenta EL MINIMO
CAMBIO EN SU pH pero alta concentracion de acido lactico (3 g/L), por arriba
de lo que indica la norma NOM-155-SCFI-2003 ;LECHE, FORMULA LACTEA Y
PRODUCTO LACTEO COMBINADO- DENOMINACIONES, ESPECIFICACIONES
FISICOQUIMICAS, INFORMACION COMERCIAL Y METODOS DE PRUEBA

indicando que la concentracién maxima de acido lactico presente en el producto es de
1.7 g/L.

== B.animalis harina de amaranto
]
7 & e & % & & == | reuteri en harina de amaranto
6
5 ::I B. animalis en producto amarant
—
I
a4 —34= L.reuteri en producto amarant
3
2 = B.animalis en leche entera
1
0 . . . L.reuteri en leche entera
0 5 10 15
tiempo (h)
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Figura 3: cinéticas de pH durante el crecimiento de diferentes microorganismos en los diferentes medios de cultivo

probados.
6 . . .
B.animalis harina de amaranto
> - L.reuteri en harina de amaranto
3 -
2 B. animalis en producto amarant
s
§ 3 L.reuteri en producto amarant
&
i 2 /( = B.animalis en leche entera
1 =®= [ .reuteri en leche entera
0 T T T 1
0 5 10 15

Tiempo (h)

Figura 4. Acidez del medio durante la fermentacidn de los diferentes microorganismos en diferentes medios de
cultivo.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE B. animalis y L. reuteri DURANTE SU
CRECIMIENTO EN EXTRACTOS DE AMARANTO

En la figura 5 se observa la cuantificacion de los grupos amino libres durante
las cinéticas de crecimiento realizadas en los distintos medios, en la cual se
aprecia hay una mayor degradacion de proteinas en los medios de harina de
amaranto y leche entera con las dos cepas. Esto se debe a que la cantidad de
proteinas disponibles es mayor en esos dos medios y la cantidad de fuente de
carbono es mayor, por lo que la cantidad de grupos amino liberado es mayor;
caso contrario sucede en el medio elaborado con el producto Amarant, ya que
se compone en una mayor cantidad de azlcares, reduciendo la concentraciéon
de las propiedades nutricionales del cereal, provocando que las bacterias,

consuman principalmente estos azucares y no las proteinas u otros
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componentes presentes en los medios. La reduccién de subunidades de
proteinas a pequefias cantidades de aminoacidos varian considerablemente
ya que, ambas cepas siendo bacterias acido lacticas difieren
considerablemente en su sistema proteolitico, debido a la genética de cada
microorganismo. Decker (2001), Kranenburg (2002) y Juillard (1995).

3 ' I
B.animalis harin maran
animalis harina de amaranto
2.5 ] ]
— L.reuteri en harina de amaranto
£ -
[=]
E 2 . .
2 B. animalis en producto amarant
¢ ——
215
2 L.reuteri en producto amarant
£ —
a 1
w
a
> B.animalis en leche entera
G] ——
0.5
L.reuteri en leche entera
0 @ . = O .. O O . ®
0 5 10 15
Tiempo (h)

Figura 5: Grupos amino libres durante la fermentaciéon de diferentes microorganismos en diferentes medios de
cultivo
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CONCLUSIONES

Las unidades formadoras de colonias obtenidas en todas las cinéticas
realizadas llegaron a una concentracion de 107 y 108 UFC/mL. En el
extracto elaborado con harina de amaranto se obtuvo la concentracién
menor, que fue de 10’ UFC/mL. Sin embargo, todas las concentraciones
celulares alcanzadas cumplen con la concentracion necesaria para tener

un efecto probiético.

En los medios a base de harina de amaranto B. animalis y L. reuteri
presentan una mayor actividad proteolitica, similar a la observada en
leche entera. Probablemente el alto contenido de azucares presentes en
el producto Amarant favorece la acidificacion acelerada del medio, lo
que provoca la precipitacion de proteinas y un menor desarrollo de
protedlisis. Lo anterior debe corroborarse haciendo un analisis de
azucares reductores en el extracto elaborado con este producto.

El uso de harina de amaranto como base para formular un producto
probidtico, es viable. Ya que se alcanzan las concentraciones celulares
adecuadas en ambas cepas y se obtienen valores de pH y acidez

aceptables para un alimento probidtico.
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ANEXOS

ANEXO A: DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
BRADFORD

Se toman 50 pL de muestra al cual se le agregan 450 pL de una solucion de
NaCl, para terminar se le adicionan 500 pL del reactivo de Bradford, se deja

incubar durante 5 min a temperatura ambiente. (Bradford, 1976)

Las muestras se leen en el espectrofotometro a 595 nm.
FORMULA PARA CONCENTRACION DE PROTEINAS

Y=34.763 X

ANEXO B: DETERMINACION DE GRUPOS AMINO LIBRES SOLUBLES EN
TCA POR EL METODO DEL ACIDO TRINITROBENCENSULFONICO (TNBS)

Se tomaron por duplicado 2 mL.de muestra y se adicionaron 4 mL de acido
tricloroacético (TCA) 0,72 N. se dejo reposar la mezcla durante 20 min a 25°c y
se filtro a través de papel Whatman #1. Se tomaron por duplicado 0,2 mL. del
filtrado y se mezclaron con 2 mL. de amortiguador de borato de potasio (1 M;
pH 9,2) y 0,8 mL. de solucion de TNBS 5 mm. Las mezclas fueron incubadas
en la obscuridad a 25° durante 30 min. Después de la incubacion se
adicionaron 0,8 mL de una solucién de fosfato de sodio monobésico 2M que
contenia sulfito de sodio 18 mM, para parar la reaccién. Se leyo la absorbencia
a 420 nm. Se calcularon los micromoles de grupos amino por mL de muestra a
partir de las absorbencias utilizando una curva de calibracion. (Mc Kellar,
1981))
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Grafica 6: Curva de calibracidn para determinacion de grupos amino libres.

ANEXO C: DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES POR EL METODO
DE DUBOIS (FENOL/SULFURICO).

Se toman 2 mL de la muestra y se coloca en un tubo de ensayo; se agregan
0.05 mL de fenol al 80% (p/p, puede permanecer en almacén 3-4 meses) y 5
mL de Acido Sulftrico al 95.5 % se deja reposar 10 minutos, se agita en un
vortex, se coloca en bafio de agua entre 39° C durante 10 a 20 min y se mide
absorbencia de color caracteristico amarillo-naranja a 490 nm (DuboiS et al.,
1956).

Azucares Totales y = 4.94x +0.2438
R% =0.986
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Grafica 7: Curva de calibracion para determinacion de Azucares Totales.
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ANEXO D: CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

METODOLOGIA

e PREPARACION DE DNS

Colocar 5 gramos de Acido 3,5 Dinitrosalicilico (DNS) en 100 mL de NaOH 2N.
En otro recipiente disolver 150 gramos de tartrato de Na-K en 250 mL de agua.
Mezclar ambos reactivos y llevar a 500 mL con agua destilada (Puede

permanecer de 4 a 6 meses en refrigeracion).
PROCEDIMIENTO:

A 0.5 mL de muestra colocada en un tubo de ensayo agregar 0.5 mL de agua
destilada, posteriormente afiadir 3 mL del reactivo de Acido 3,5 DNS y hervir a
bafio de agua por 5 minutos. Diluir en agua destilada hasta un volumen de 20

mL y leer a 550 nm.

Azucares Reductores
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Grafica 8: Curva de calibracidn para cuantificacién de Azucares Reductores.
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