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RESUMEN

El uso de hierbas aromaticas y medicinales forma parte de la historia y costumbres
en México y en el mundo desde tiempos milenario; debido a las cualidades que poseen
son empleadas como remedios naturales para combatir una gran cantidad de
enfermedades. Entre ellas, es comun hallar en nuestro pais la hierbabuena (Mentha
piperita), zacate de limén (Cymbopogon citratus), hojas de limén (Citrus limon), con
propiedades medicinales reconocidas al emplearse para dolores estomacales, para la
gripe, bronquitis, tos, cansancio, nervios, diabetes, obesidad, colesterol, entre otros;
poseen ademas propiedades carminativas, antiespasmddicas, antihistaminicas,
antiinflamatoria, antibacteriana, antifingica, analgésica, antiséptica, antidepresiva;
normalmente se emplean en forma de infusiones. Por otra parte, se sabe que la
fermentacion acidoldctica representa una alternativa tecnoldgica y de bajo costo para
incrementar la calidad nutricional de los alimentos empleados como sustratos y si se
emplean bacterias lacticas probidticas se aportan ademas efectos benéficos hacia la salud
humana. En el presente trabajo de investigacion se efectuaron bebidas fermentadas a
partir de estas tres hierbas aromaticas-medicinales empleando tres bacterias probiéticas:
L. johnsonii, L. plantarum vy L. casei Shirota. Se evalud el efecto de incorporar dos niveles
de jarabe simple (10 y 15 % V/V) como fuente de carbono sobre cuentas viables después
de 48 h de fermentacion. En todas las bebidas fermentadas no hubo diferencia estadistica
significativa (p>0.05) sobre el crecimiento bacteriano por lo que se selecciond el nivel de
incorporacion del 10 %. Las cuentas viables obtenidas oscilaron entre 7-12.8 logio UFC/ml,
superando el minimo de cuentas viales para ejercer los efectos probidticos (6 logio
UFC/ml), con tasas de crecimiento (u) entre 0.27 y 5.82; el pH oscilé entre 3.1-4.2, el
porcentaje de acidez titulable entre 0.42 y 0.72%, ausencia de hongos y levaduras y de
coliformes totales. Después de evaluar la sobrevivencia de las bebidas fermentadas
durante 4 semanas, se obtuvieron cuentas viables entre 5.77 y 9.21 logio UFC/ml. Por lo
tanto, con cualquiera de las tres hierbas aromaticas-medicinas y con cualquiera de las
tres cepas probidticas evaluadas se pueden elaborar bebidas fermentadas con cuentas
viables suficientes para ejercer los efectos benéficos hacia la salud, por lo que pueden
ser consideradas como alimentos funcionales, ademas de que se estaria ofreciendo a la
poblacién otra alternativa de alimentos fermentados que se caracterizan por ser a base
de lacteos.

Palabras clave: hierba buena, zacate de limon, hojas de limdn, bacterias probidticas
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1 INTRODUCCION

La salud y la alimentacién son dos aspectos importantes para el ser humano, en México
hay estudios que muestran la relacidon que existe entre la dieta de las personas con las
enfermedades que les afectan como el cancer, la osteoporosis y la diabetes, que son las
principales causas de muerte en el pais. Actualmente la industria alimentaria en conjunto
con otras disciplinas como la biotecnologia, la biologia molecular y la nutricion buscan
ofrecer a la poblacién estos dos beneficios juntos en un solo producto. Cuyo principal
objetivo es proporcionar beneficios sobre algunos procesos fisioldgicos del consumidor mas

alla de su valor nutritivo tradicional.

Los productos adicionados con probidticos son un tipo de alimento funcional que estan
ampliamente establecidos en el mercado y son aceptados por los consumidores debido a
los beneficios, cientificamente comprobados, de los probidticos sobre la preservacién de la
salud y prevencion de diversas enfermedades. Los probidticos son microorganismos vivos
gue ejercen una accion benéfica a la salud si son consumidos en cantidades apropiadas. Las
bifidobacterias y las bacterias acidolacticas son los microorganismos mds estudiados vy
utilizados como probidticos. Entre los muchos beneficios que proporcionan los probidticos
podemos mencionar que ayudan en la disminucién de la intensidad y la duracién de las
diarreas; protegen el intestino al competir con las bacterias patdgenas por sitios de adhesidn
en la mucosa intestinal; producen sustancias antibacterianas, estimulan el sistema inmune,
regulan la microfloraintestinal y ejercen resistencia a infecciones agudas, mejoran el transito
intestinal y la absorcion de minerales (calcio y magnesio), reducen los niveles de colesterol
en suero, previenen el estrefiimiento y la diarrea causada por la intolerancia a la lactosa,

ademas de propiedades anticancerigenas.




Actualmente en México existe gran diversidad de productos probiéticos en el mercado,
sinembargo, la gran mayoria estan elaborados a base de lacteos y no satisfacen las demandas
de algunos grupos de personas como las que son intolerantes a la lactosa o a proteinas de
la leche, a personas vegetarianas o a personas que no les agrade consumir lacteos. Por tal
motivo se busca obtener bebidas fermentadas con bacterias probiéticas hechas a base de
hojas de hierbas aromaticas y de propiedades terapéuticas comprobadas, con el fin de
ofrecer a la poblaciéon un producto que ofrezca beneficios adicionales hacia la salud del
consumidor. Es bien sabido por todos la importancia de incluir alimentos de origen vegetal
en la dieta diaria. Muchas personas no incluyen estos alimentos nutritivos en su
alimentacion y pueden ser muchas las causas, como la falta de tiempo en una vida tan

agitada.

La fermentacién es uno de los procesos biotecnoldgicos que ha sido utilizado desde
tiempos muy remotos por diversas culturas como método de conservacién y
transformacion de alimentos obteniendo diferentes sabores, aromas y texturas, ademas
de ser econdmica y accesible, también se sabe que se pueden incrementar las propiedades
nutritivas de los alimentos. En este trabajo se aplicara la fermentacion sobre tres diferentes
sustratos de origen vegetal con bacterias lacticas probidticas, para obtener bebidas
fermentadas, que sin duda puede convertirse en un producto que las personas pueden

consumir como complemento de su alimentacién diaria




2 ANTECEDENTES

2.1 Alimento funcional

En la actualidad la sociedad ha adquirido una mayor conciencia sobre los efectos
negativos en la salud de una mala alimentacién y malos habitos como la falta de ejercicio o
el estrés diario, que pueden terminar ocasionando serios problemas de salud como
diabetes, obesidad, cancer, entre otras (Betoret y col. 2011).

Existe un gran interés en la investigacion en dreas como la nutricién, la biotecnologia y la
biologia molecular para apoyar a la industria alimentaria en la elaboracién de productos que
ayuden en la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles que se han convertido
en el foco de interés de la Salud Publica. Los productos destinados a cumplir este importante
objetivo son llamados alimentos funcionales, los cuales buscan ejercer una accion
benéfica sobre algunos procesos fisioldgicos, manteniendo el estado de salud y bienestar
y/o reduciendo el riesgo de padecer una enfermedad. Las empresas que producen alimentos
funcionales estan creciendo rdpidamente (Ashwell, 2004; Araya y Lutz, 2004).

Entre los ingredientes para la elaboracion de alimentos funcionales se encuentran los
prebidticos, que son aquellos que contienen determinadas sustancias no digeribles o fibra
alimentaria; los probidticos, que son cultivos vivos de microorganismos benéficos y los
simbidticos que contienen tanto prebidticos como probidticos; ademas hay alimentos
funcionales que contienen sustancias biolégicamente activas, como las isoflavonas, ciertos
glucosinolatos, componentes fendlicos, los flavonoides, los péptidos bioactivos, u otros
antioxidantes (Kitts, 1993; Serra y Palou, 2000).

Los alimentos con probidticos son de suma importancia en la industria alimentaria,
especificamente en el sector de alimentos funcionales, sin embargo, los productos con
probidticos que se encuentran actualmente disponibles en el mercado son en su gran

mavyoria lacteos, a pesar del aumento de consumidores intolerantes a la lactosa,
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vegetarianos o que simplemente no disfrutan de tomar leche. Debido a esto en los ultimos
afios se ha incursionado al estudio de otras fuentes no lacteas como frutas, vegetales y
cereales para la obtencidn de productos con probidticos y por ello es necesario para la
industria alimentaria explorar nuevos ingredientes y procesos que puedan ser utilizados
industrialmente para la elaboracién de nuevos alimentos ademas de benéficos, nutritivos y

sabrosos con caracteristicas sensoriales agradables (Granato y col. 2010).

2.2 Microorganismos probiéticos

El término probidtico significa “a favor de la vida” y existen diferentes definiciones del
mismo. Segun la FAO (2008) son “microorganismos vivos que ejercen una accion benéfica
sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades adecuadas” (Mollet y Rowland,
2002). Un alimento que contiene microrganismos probidticos es capaz de proteger al
individuo de diferentes maneras: 1) compitiendo con microorganismos dafiinos por espacio
fisico y nutrientes; 2) produciendo sustancias antibidticas (bacteriocinas) activas frente a
patégenos; 3) estimulando el sistema inmune del intestino y 4) acidificando el coldn, lo cual
es desfavorable para el crecimiento de organismos patdgenos (Roberfroid, 2000).

Uno de los requisitos principales de este tipo de alimentos es garantizar que los
microorganismos probidticos permanezcan viables y activos en el alimento desde su
elaboracidn, hasta que sean capaces de colonizar el tracto gastrointestinal para que puedan
proveer los efectos benéficos en el huésped (Saarela y col. 2000). Por ello los alimentos y
productos que los contengan deben tener al menos 1x10° UFC/ml de bacterias,
manteniéndose en toda la vida util del producto (Siuta-Cruce, 2001)

La mayoria de los microorganismos probidticos pertenecen al grupo de las bacterias
acidolacticas (BAL), las cuales constituyen un grupo extenso de microorganismos anaerobios
facultativos, gram positivo, no esporulados, catalasa negativo, inméviles, de forma bacilar o
esférica. Su nombre se deriva del hecho de que sintetizan ATP a través de la fermentacién

de carbohidratos, dando lugar a la formacion de acido lactico como principal producto final




(Brizuela y col. 2001). Las BAL juegan un importante papel en los procesos fermentativos y
son ampliamente usadas en la industria alimentaria, no solo por su capacidad de preservar
los alimentos, sino porque ademas confieren nuevas texturas, sabores, aromas a los
alimentos fermentados, es decir permiten el desarrollo de nuevos productos (Axelsson,
1993). Existen diversos factores que afectan el crecimiento de BAL en un medio de
fermentacion. Ademas de los requerimientos nutricionales, la temperatura es uno de los
factores mas importantes que influyen en el crecimiento de las BAL (Guerra y col. 2001); la
mayoria de las especies necesitan aminodcidos y vitaminas del grupo B (lactoflavina,
tiamina, biotina, dcido nicotinico, dcido pantoténico, acido félico) (Devlieghere y col. 2004;
Ekinci y Gurel, 2008). Son quimioorganotréficos y solamente crecen en medios complejos.
Carbohidratos que puedan ser fermentados y alcoholes pueden ser empleados como fuente
de energia para producir principalmente acido lactico, a través de la degradaciéon de hexosas
a lactato (homofermentativas) y productos adicionales como acetato, etanol, CO,, formato
o succinato (heterofermentativas) (Savadogo y col. 2006).

De acuerdo a Torres (2002), para que una cepa bacteriana sea considerada probidtica
debe cumplir las condiciones siguientes:

2> Serintegrante normal de la microflora humana.
2 Ser resistente a la degradacion por jugos gdstricos v bilis.
> Ser capaz de unirse al epitelio intestinal.
2» Ser capaz de colonizar el tracto gastrointestinal, especialmente el colon.
2» Que no sea patdgena ni toxigénica (GRAS).
2 Que tenga efectos favorables comprobados cientificamente.
En la flora intestinal o microflora humana, habitan mas de 400 especies de bacterias y

levaduras de las que apenas se han identificado y estudiado unas pocas de ellas, estos

microorganismos pueden ser benéficos para el huésped como los probidticos entre los que




destacan géneros como bifidobacterias, eubacterias, lactobacilos y otros microorganismos
perjudiciales para la salud como Clostridium, Shigella y Veillonela. Cada especie estd
conformada por millones de bacterias alcanzandose la maxima concentracién en el colon,
por este motivo, el estudio de la flora intestinal esta enfocado hacia su desempefio en esta
region (Roberfroid, 2001; Esquivel, 2004). Las investigaciones realizadas con
microorganismos probidticos han permitido manipular la flora colénica en forma benéfica
hacia la salud del hospedero. Las primeras investigaciones para el desarrollo especifico de
bacterias probidticas se iniciaron en Japon en la década de los treinta del siglo XX,
lograndose aislar y reforzar la primera cepa probidtica en el mundo, llamada L. casei Shirota,
la cual dio origen a la primera leche fermentada con caracteristicas de producto probiético
(Esquivel, 2004).

En la actualidad existe un gran interés por los productos con probidticos debido a los
efectos benéficos que se han reportado. Entre las especies de Lactobacilos que mds han sido
estudiadas cientificamente se encuentran L. Johnsonii, L. casei y L. plantarum (Champagne

y col. 2005; Torres, 2002).

2.3 Efectos benéficos de los probiéticos en la salud

Las BAL son capaces de producir cantidades significativas de sustancias antimicrobianas,
como los acidos grasos de cadenas corta AGCC entre los cuales destacan el acido lactico y
el acido acético los cuales reducen considerablemente el pH del medio e inhiben o
reducen el crecimiento de muchas bacterias, incluyendo a las que ocasionan putrefaccion
y enfermedades transmitidas por los alimentos (Ray, 1992). Otra sustancia antimicrobiana
producida por las BAL es el peréxido de hidrégeno (H.02) que usan para protegerse contra
la toxicidad del oxigeno; las cantidades formadas varian segun la cepa y la concentracion
celular. También producen diéxido de carbono para generar un ambiente anaerdbico que
impida el crecimiento de ciertos microorganismos (Torres, 2002). Otras sustancias

antimicrobianas generadas por las BAL son el diacetilo, la reuterina y las bacteriocinas que
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promueven la colonizacién exitosa al mejorar la ventaja competitiva de las bacterias
introducidas contra los habitantes normales del tracto gastrointestinal (Daeschel y Penmar,
1992).

Entre los efectos benéficos del consumo de probidticos se encuentran la disminucién de
laintensidad y la duracidn de las diarreas; la proteccién intestinal atribuida a la competencia
por sitios de adhesién entre las bacterias benéficas y las patégenas en la mucosa intestinal;
la produccién de sustancias antibacterianas y disminucidn del pH por accién de las bacterias
probidticas; asi como al efecto de estimulacidn del sistema inmune. Hay que agregar que la
competencia por nutrimentos también es otro mecanismo mediante el cual las bacterias
benéficas limitan la colonizacién de las patdgenas (Esquivel, 2004). Al lograrse un estado de
equilibrio en la microflora, también se contribuye a funciones metabdlicas tales como la
sintesis y absorcién de vitaminas, especificamente vitamina K, piridoxina, cianocobalamina,
biotina y acido félico (Torres, 2002).

La evidencia cientifica muestra efectos positivos sobre funciones como regulacién de la
microflora y resistencia a infecciones agudas, mejora el transito intestinal, la absorcion de
minerales (calcio y magnesio), reduce los niveles de colesterol en suero, previene
eficazmente el estrefliimiento y la diarrea causada por la intolerancia a la lactosa o bacterias
patégenas. Un efecto sinérgico de fibra la dietética y bacterias acidolacticas para la mejora
de la salud intestinal del huésped puede conseguirse proporcionando plantas
naturales fermentadas ricas en fibra (Kim y col. 2000; Kaur y col. 2002).

Varios estudios de investigacidn confirman la capacidad de las bacterias acidolacticas en
la prevencion del cancer; los lactobacilos se han asociado periédicamente con actividades

anti-cancerigenas, anti-mutagénicas y anti-tumorigénicas. (Fisher y col. 1998).

2.4 Fermentacion de alimentos

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el crecimiento y

la actividad de microorganismos. Tradicionalmente, las fermentaciones de tipo artesanal




son iniciadas de forma natural, sin la utilizacién de un microorganismo especifico, siendo las
cepas microbianas mejor adaptadas las que predominan en el cultivo (Crueger y Crueger,
1989).

El valor nutritivo de un alimento en particular depende de su digestibilidad y su contenido
de nutrientes esenciales. Tanto la digestibilidad y el contenido de nutrientes se pueden
mejorar por fermentacion. Durante la fermentacidn la actividad enzimatica del cultivo
microbiano puede predigerir los macronutrientes (Kalantzopoulos, 1997). La fermentacién
puede mejorar la calidad nutricional de los alimentos, aumentando la cantidad vy
biodisponibilidad de los nutrientes (Svanberg y Lorry, 1997).

Los alimentos fermentados pueden ejercer un impacto sobre algunas enfermedades
nutricionales, mejoran el equilibrio o disponibilidad de aminodcidos esenciales, lo cual
puede tener un efecto curativo directo. Ademas las fermentaciones también aumentan el
contenido o la disponibilidad de vitaminas como la tiamina, riboflavina, niacina o acido félico
lo que puede tener profundos efectos directos sobre la salud de los consumidores de este
tipo de alimentos (Steinkraus, 1997).

La fermentacidn puede reducir el contenido de material no digestible en alimentos de
origen vegetal, tales como celulosa, hemicelulosa y poligalacturdnico y acidos glucurénico.
El desglose de estos compuestos puede conducir a la mejora de la biodisponibilidad de

minerales y oligoelementos (Karoviéova y Kohajdova, 2003).

2.5 Alimentos fermentados con probioticos

El éxito de productos alimenticios con bacterias probidticas depende de que éstas
puedan resistir las condiciones de estrés tecnolégico como son el pH acido de la
fermentacion, los procesos de secado con calor para la produccion de polvos de
fermentacion y durante la vida de anaquel y posteriormente a las condiciones de estrés
fisioldgico, como el pH acido del estémago y la presencia de las sales biliares. La resistencia

del mayor nimero de células es necesaria para alcanzar su sitio de accidn en numero




suficiente que les permita ejercer su efecto funcional. (Sanchez y col. 2007; Cotter y Hill,
2003; Fozo y Quivey, 2004).

Para elaborar alimentos fermentados con probidticos es importante considerar que el
alimento contenga nutrientes que puedan ser utilizados como sustrato para el crecimiento
del microorganismo, pero que al mismo tiempo, carezca de compuestos que puedan inhibir
al probidtico o que las cantidades de estas sustancias inhibitorias permitan el crecimiento
de los microorganismos a utilizar. Los requerimientos nutricionales son caracteristicos de
cada especie, en general para los lactobacilos es deseable que el nitrégeno sea organico en
forma de aminodacidos o péptidos dentro de los cuales el dcido glutamico, isoleucina y valina
son considerados factores de crecimiento y deben estar presentes en el alimento o medio
de cultivo (Crueger y Crueger, 1989; Karovicova y Kohajdov4, 2003).

Los alimentos lacteos y no lacteos son considerados vehiculos para poder introducir
bacterias probidticas en el tracto gastrointestinal humano. Se han utilizado alimentos como
frutas, verduras, legumbres y cereales para el desarrollo de productos probidticos no lacteos
(tabla 6). Los avances tecnolégicos han hecho posible la modificacion de componentes de
los alimentos de una manera controlada, tales como la modificacién del pH y la fortificacién
de medios de cultivo, entre otros (Betoret y col. 2011).

La propuesta de incorporar bacterias probidticas para la elaboraciéon de un alimento
fermentado no lacteo usando un sustrato no tradicional implica comprobar la factibilidad
del crecimiento de este tipo de bacterias en ese sustrato (Contreras-Pinzén y col. 2007).

Se espera que en el futuro los alimentos funcionales con bacterias probidticas lacticas
tengan un mayor consumo y existan variedad de productos disponibles en el mercado;
ademas que haya descubrimiento de nuevas bacterias y por ende nuevos productos
biotecnoldgicos con nuevos hallazgos benéficos nutricionales y terapéuticos que estén

disponibles al consumidor desde la infancia hasta la tercera edad (Parra, 2010).




2.6 Fermentacion de vegetales con bacterias ldcticas probidticas

Youngy col. (2006). Investigaron la idoneidad de la col (Brassica oleracea) como materia
prima para la obtencion de un jugo de col fermentado con bacterias lacticas probidticas:
Lactobacilos plantarum C3, Lactobacilos casei A4 y Lactobacilos delbrueckii D7. El jugo de
col se inoculé con un cultivo lactico de 24 h de edad, y se incubé a 302C durante 72 h. L.
casei, L. delbrueckii y L. plantarum, crecierén bien en el jugo de la col y alcanzaron casi
10x10% UFC/ml después de 48 h de fermentacién a 302C. Después de 4 semanas de
almacenamiento en frio a 49C, los recuentos de células viables de L. plantarum y L.
delbrueckii eran 4.1x10” y 4.5x10°> UFC/ml, respectivamente, L. casei no sobrevivié al bajo
pH y condiciones de alta acidez en el jugo de la col fermentado y perdié por completo la
viabilidad celular después de 2 semanas de almacenamiento en frio a 49C.

Gonzalez y col. (2008), evaluaron el uso de jugo de sabila (Aloe vera) como sustrato
principal para fermentaciones con dos bacterias probidticas: L. plantarum (NCIMB 11718)
y L. casei (NRRL-1445). Como resultados obtuvieron altas cuentas viables para ambas
cepas: 5.7x10° UFC/ml y 6.6x10*° UFC/ml para cada cepa respectivamente, utilizaron el jugo
de sdbila a una concentracién del 100%, a las 48 h de fermentacion, con un ajuste de pH
inicial de 6.5 +0.2, a una temperatura de 30°Cy 150 rpm.

Sharma y Mishra (2013), evaluaron un jugo de tres vegetales: calabaza amarga
(Momordica charantia), calabaza de botella (Lagenaria siceraria) y zanahoria (Daucus
carota) en una proporcién de 1:1:1 de cada vegetal, para ser usado como sustrato en
fermentaciones con tres cepas de bacterias probidticas: L. acidophilus NCDC 11, L.
plantarum NCDC 414y Pediococcus pantosaceus MTCC 2819. En sus resultados reportan
conteos de células viables de 1x10” UFC/ml para las cepas L. acidophilus y P. pentosaceus
y de 1x10® UFC/ml para L. plantarum. Las fermentaciones se llevaron a cabo a una
temperatura de 309C y obteniéndose el mayor conteo de bacterias a las 72 h de

fermentacion. Realizaron también estudios de vida de anaquel obteniendo las siguientes
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cuentas viables a las 4 semanas de refrigeracién a 42C: 1x10’ UFC/ml para L. plantarum,
1x10° UFC/ml para L. Acidophilus y 1x10* UFC/ml para P. pentosaceus.

Pakbin y col. (2014), evaluaron el uso de jugo de durazno en fermentaciones con 3 cepas
de bacterias probidticas: L. plantarum DSMZ 20179, L. delbrueckii DSMZ 15996, L. casei
DSMZ 20011. Las fermentaciones fueron realizadas a 302C durante 72 h, con un cultivo
inicial de 1x10°> UFC/ml de cada cepa y un pH inicial ajustado de 4.4. En sus resultados
indican que todas las cepas fueron capaces de crecer y fermentar el jugo de durazno, L.
delbrueckii obtuvo cuentas viables de 1.12x10° UFC/ml después de las 48 h de fermentacién
a 3029C. Las otras cepas obtuvieron conteos sélo un poco por debajo de L. delbrueckii, pero
mayores de 1x10%. Efectuaron también estudios de vida de anaquel durante 4 semanas a
4°C concluyendo que transcurrido este tiempo L. delbrueckii obtuvo 1.7x107 UFC/ml, L.
plantarum 7.2x10° UFC/ml y L. casei no pudo sobrevivir en el jugo de durazno fermentado
almacenado en frio Dimitrovski y col. (2015), evaluaron el uso de jugo de manzana como
medio para la fermentacién con el probidtico L. plantarum PCS 26, realizaron
fermentaciones con células libres y embebidas en alginato de calcio a diferentes valores de
pH inicial, asi como con la administracion de suplementos de suero de leche como un
promotor de crecimiento. Consiguieron los mejores resultados mediante la fermentacion a
un pH inicial de 4.2, alcanzando la densidad celular maxima de 2.5 x 10° UFC/ml y un pH
final de 4.7 después de 24 h (se esperaba un pH mas bajo debido al acido lactico). Las
fermentaciones las llevaron a cabo a 372C por 48 h a 120 rpm. El jugo de manzana
suplementado con 5% v/v de suero de leche acelerd la cinética de fermentacion y resultd
en un recuento de bacterias superior viable. En contraste, el atrapamiento de células en Ca-
alginato causd crecimiento significativamente mas lento, produciendo un recuento
bacteriano inferior al final de la fermentacién (3.2 x 10° UFC/ml). Sin embargo, durante el
almacenamiento del producto fermentado a una temperatura entre 4-7 °Cy la supervivencia
de las bacterias inmovilizadas mejord, calculado segin el modelo Weibullian, aumenté a

32.1 £ 5.2 dias en comparacién con 22.0 + 0.68 dias.
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2.7 Uso de hierbas aromadticas y vegetales en México

El uso de hierbas aromaticas y medicinales ha formado parte de la historia y costumbres
en México. Las cualidades especiales de estas plantas como remedio para combatir todo
tipo de enfermedades se remonta a tiempos prehispanicos (Masarovicova y Kral ova, 2007).
Su aprovechamiento sin duda comenzé con la continua experimentacion de materiales
vegetales diversos, que de acuerdo a sus caracteristicas Unicas ofrecian agradables aromas,
sabores en los alimentos, alivio del dolor y cura de enfermedades (Craker, 2007). Hasta el
siglo XIX, las plantas y algunos productos de origen animal y mineral fueron los uUnicos
medicamentos empleados por el hombre en los paises occidentales, y siguen siendo hoy en
dia la uUnica fuente terapéutica utilizada en numerosas zonas rurales del mundo. En la
actualidad se estdn promoviendo proyectos agroindustriales orientados al uso racional de
los recursos naturales de flora y fauna para la obtenciéon de productos naturales,
desplazando asi los productos sintéticos (Masarovicovd y Kral'ova, 2007). Las hierbas
aromaticas y medicinales son buenas alternativas para la elaboraciéon de bebidas con
probidticos debido a su amplia distribucién y subeneficios ya conocidos. Estudios reportan
gue son ricas en minerales, vitaminas, fibras dietéticas, antioxidantes (fitoquimicos) vy
compuestos fendlicos que son considerados beneficiosos para la salud humana, reduciendo
el estrés oxidativo e inhibiendo la oxidacién macromolecular. Ademas, no contienen
alérgenos lacteos que pueden impedir el uso de ciertos segmentos de la poblacion (Alvidrez
y col. 2002).

Por todo lo anterior, diversos investigadores han estudiado el uso de diferentes tipos de
frutas y vegetales para su uso en fermentaciones con bacterias acidolacticas, evaluando las
mejores condiciones para obtener productos funcionales que verdaderamente ofrezcan

beneficios a la salud del consumidor (Alvidrez y col. 2002).
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2.8 Caracteristicas generales de las plantas empleadas para este

estudio

2.8.1 Mentha piperita

Nombres comunes: Hierbabuena de menta, yerbabuena.

Clasificacion botanica: Familia labiaceae.

Lugar de origen: Originaria de regiones asidticas como la antigua Mesopotamia. Se
cultiva Alemania asi como en Francia, Inglaterra, Rusia, India y Japén (Chessi, 1998).

Descripcidn botanica: Es una planta herbacea, de color verde muy ramificada con tallos
erguidos y pubescendentes, hojas opuestas lanceoladas un tanto aserradas tienen la
superficie rugosa, son de color verde muy aromaticas (Figura 1) y flores espigadas de color
lila-azulado (Fonnegra & Jimenez, 2007). Algunos ejemplares suelen llegar a medir hasta 60
cm de altura, posee un conjunto de rizomas entrelazados subterraneo, toda la planta tiene
un olor caracteristico, fuerte y agradable, sabor canforaceo al principio picante después
refrescante (Torres, 2013).

Composicion quimica: Las hojas contienen del 10 % al 12 % de elementos minerales
como los flavonoides, especialmente los heterdsidos derivados de la luteolina y apigenina,
acidos fendlicos, cafeico, clorogénico, ursodlico, taninos y un principio amargo, hasta 3 % de
aceite esencial (Terdn, 2009). El aceite esencial es un liquido incoloro, con olor fuerte y sabor
picante, que se halla situado en la superficie superior e inferior de las hojas, los tallos
contienen menor proporcién del aceite. El principal componente de la esencia es el mentol,
gue se halla en la proporcion de 45 - 70 %, parte de el en estado libre y parte combinado
con ésteres, también se han identificado, mentona, acetato de metilo, mentofurano, alfa-
pineno, felandreno, cadineno, acido iso-valerianico, iso-valerianato de mentilo, pulegona,
timol, carvacrol, alcohol amilico, terpineno, alcohol iso-amilico, cincol, etc. (Teran, 2009).

Propiedades fisicas y bioldgicas: Presenta actividad antioxidante por sus compuestos

fendlicos y flavonoides. La infusion de hojas secas y la esencia tienen propiedades
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carminativas y antiespasmaddicas antihistaminicas; también posee actividad antiinflamatoria
(Sanchez y col., 1998). En uso externo, en forma de infusion, jarabe, etc., en los trastornos
estomacales, espasmos digestivos y abdominales, asi como contra insuficiencia biliar. La
esencia se utiliza en la industria alimenticia, para realzar sabores en gastronomia, en la
preparaciéon de bebidas alcohdlicas, en gomas de mascar, asi como saborizante de pastas

dentales y caramelos (Jima, 2013).

Figura 1. Hojas de hierbabuena (Mentha piperita).

2.8.2 Cymbopogon citratus

Nombres comunes: Zacate de limdn, limoncillo.

Clasificacion botanica: Familia Poaceae.

Lugar de origen: Originario de la India, pero actualmente se cultiva comercialmente en
China, Madagascar, Islas Comodoro, Brasil, Guatemala, Argentina y Cuba, entre otros (Soto

y col., 2002).

Descripcidn botanica: Es una hierba monocotileddnea, del tipo zacate terrestre alcanzan
una longitud de 0,5 a 1.5 m, sus hojas crecen en racimos arrosetadas en la base de la planta,
mide entre 1,3 a 2,5 cm de ancho son de color verde brillante lineales, estrechas y rojizas al
secarse, flores reunidas en paniculas de espiguillas y raramente florece (Shruti y Padma,

2015).
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Composicion quimica: Contiene principalmente aceite esencial, del cual se han
identificado 37 componentes, lo que representa aproximadamente el 94.5% del total de
constituyentes detectados. El aceite contiene una mezcla compleja que consiste
principalmente de hidrocarburos monoterpenicos (7.9%), monoterpenos oxigenados
(78.2%), hidrocarburos de sesquiterpeno (3.8%) y sesquiterpenos oxigenados (1.6%). La
planta presenta otros componentes tales como fibra, carbohidratos solubles, calcio y
fosforo (Gbenou y col. 2012).

Propiedades fisicas y bioldgicas: Presenta crecimiento generalizado en climas
semitemplados y regiones tropicales es nativo del Sureste Asiatico. Es muy usado para
infusiones de té no sélo por su agradable sabor, sino por sus propiedades para tratar
malestares de gripe, bronquitis, tos y problemas digestivos. El aceite esencial es considerado
analgésico, antiséptico, fungicida, antibacteriano y antidepresivo y es usado para revitalizar
el cuerpo, despejar la mente y controlar los nervios o cansancio por exceso de trabajo.
(Avoseh y col. 2015). Una caracteristica predominante de esta hierba es su fuerte aroma a
limén, debido al alto contenido de sus compuestos bioactivos como lemon grass aceite
esencial de gran importancia para la industria, ya que grandes cantidades son utilizadas para
la extraccién del citral, principal constituyente del aceite, el cual es un importante material
para la perfumeria, confiteria, licores, detergentes, etc. y se emplea como materia prima en
la sintesis de las iononas, sustancias aromaticas con fuerte olor a violetas y en la sintesis de
la vitamina A. (Soto y col. 2002). Dos de las especies principales, C. flexuosus y C. citratus,
son un cultivo de importancia comercial en la Republica Democratica del Congo (DRC),
Madagascar y la Isla Comoras. Sin embargo, el principal exportador de estas plantas es
Guatemala, comercializando alrededor de 250.000 kg por afio y mientras que la URSS vende
alrededor de 70.000 kg por afio (Gupta y Jain, 1978). El valor comercial de algunas especies
de Cymbopogon es aun mayor por su capacidad para crecer en condiciones climaticas

moderadas y extremadamente duras (Pareek y Gupta, 1985). En entornos en los que no se
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utiliza para la industria, como en la Provincia del Cabo Oriental de Sudafrica, estas plantas

tienen una buena aplicacién como pajas de techo y escobas de césped (Nair, 1982).

Figura 2. Zacate de limoén (Cymbopogon citratus).

2.8.3 Citrus limon

Nombres comunes: planta de limon, arbol de limén.

Clasificacion botanica: Familia Rutacea (Lopes y col. 2011).

Lugar de origen: Zona norte y noreste de Brasil (Lopes y col. 2011).

Descripcion botanica: Es un arbusto de hojas anchas flores pequefias de color blanco,
sus frutos son ovalados de color verde el tamafio de estos depende de la variedad que sea.
Puede llegar a medir hasta 7 metros de altura, crece en climas tropicales templados (Lopes
y col. 2011; Campelo y col. 2011).

Propiedades fisicas y bioldgicas: El fruto de la planta de limdén es muy conocido, y hasta
se sabe algunos beneficios del mismo, las hojas y vastagos de esta planta también son
usados como remedio natural por sus propiedad terapéuticas; en diversos paises se
preparan infusiones a partir de las hojas de limén con la finalidad de tratar obesidad,
diabetes, para disminuir niveles de lipido en sangre (colesterol), trastornos cardiovasculares,

desérdenes del cerebro y ciertos tipos de cancer (Campelo y col. 2011). El fruto, las hojas y
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vastagos de la planta de limdén pueden ser utilizados para crear un té aromatico y curativo
que mezclado con miel provee muchos beneficios a nuestro cuerpo debido a la gran

cantidad de vitaminas, minerales y otros compuestos beneficiosos.

Figura 3. Hojas de limdn (Citrus limon)

2.8.4 Cepas de bacterias probioticas

Para este trabajo se empleardn las bacterias acidolacticas con caracteristicas probidticas
Lactobacilos Johnsonii LC1, Lactobacilos plantarum NCIMB 11718, Lactobacilos casei
Shirota, las cuales deben su gran importancia en la industria alimentaria por la acidificacidn
gue producen en el medio debido a la produccién de acido lactico y han sido sometidas a
las pruebas bioquimicas que se requieren para certificar la factibilidad del crecimiento de
este tipo de microorganismos para brindar los efectos probidticos. En la actualidad estas tres
cepas se emplean en la elaboracién de alimentos probidticos, que se comercializan en varios
paises (Kimoto y col. 1999; Park y col. 2002; Gonzales y col. 2008; Dominguez-Magania,

2006). En la tabla 1 se mencionan las caracteristicas de cada una de estas bacterias.
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Tabla 1. Caracteristicas de bacterias acido lacticas probidticas

L. Johnsonii

L. plantarum

L. casei Shirota

Propiedad
Origen Humano Humano Humano
Seguridad Verificada Verificada Verificada
Estabilidad en acidos Buena Buena Buena
Estabilidad en sales bil. Resistente Resistente Resistente
Colonizacion Si Si Si
Prod. de bacteriocinas Si Si No
Adherencia en mucosa Si Si Si
Fuente: Salminen y col. (1996)
Rapida adherencia en | Habilidad para | Prevencion de disturbios
células intestinales en | colonizar células | intestinales.
Caracteristicas de las | humanos. intestinales.

cepas segun estudios
clinicos comprobados.

Balance o6ptimo de Ila
microflora intestinal.

Mejoramiento del
sistema inmunoldgico.

Eficiente coadyuvante en

el tratamiento de
disturbios intestinales
causadas por
Helycobacter pylori.
Fuente:

Salmineny col. (1998)
McFarland (2000)
Fondén y col. (2000)
Marteau y col. (2001)
Pochapin (2000)
Mitchetti y col.(1999)

Balance 6ptimo de la
microflora intestinal.

Reduccién de niveles
de colesterol sérico.

Género DSM 9843,
adecuado para el
tratamiento de
pacientes con colon
irritable.
Fuente:

Bukowska y col. (1998)
Johansson y col. (1993)
Nobaek y col.(2000)

Balance o&ptimo de la

microflora intestinal.

Reduccion de actividades
enzimaticas fecales con
efectos positivos en la
prevencién de cancer de
colon.

Fuente:

Salminen y col.(1996)
McFarland (2000)
Fondén y col. (2000)
Marteau y col. (2001)
Pochapin (2000)
Ohashi (2000)

Via de comercializacidn
(producto en el
mercado)

Leche fermentada LC1

Nestlé

Jugo de frutas Proviva

Leche fermentada Yakult
y Soful
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3 JUSTIFICACION

Los alimentos con probidticos son un grupo importante de productos generados en
la industria alimentaria, debido a todos los beneficios cientificamente comprobados que
aportan al ser consumidos. Sin embargo, los productos con probidticos que se encuentran
disponibles en el mercado son casi exclusivamente a base de lacteos. Recientemente en
Europa aparecieron en el mercado bebidas fermentadas a base de frutas. Debido a esto se
busca incursionar en el sector probidtico no-lacteo y ampliar el sector de la alimentacién
funcional, elaborando bebidas a partir de vegetales fermentados con probidticos para
obtener nuevos productos de agradable aroma, textura y sabor que ejerzan un impacto
positivo en el mantenimiento de la salud o prevencidon de enfermedades vy asi dirigir el
producto a consumidores intolerantes a la lactosa, vegetarianos o a los que simplemente

los lacteos no son de su agrado.

4 HIPOTESIS

La hierbabuena (Mentha piperita), zacate de limén (Cymbopogon citratus) y las hojas
de limén (Citrus limon), pueden ser utilizados como fuentes viables de sustratos para la
elaboracion de bebidas fermentadas con bacterias lacticas probidticas: L. plantarum, L.

Johnsonii y L. casei Shirota.
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5 OBJETIVOS

5.1 General

Obtener y caracterizar bebidas fermentadas empleando tres hierbas aromaticas:
hierbabuena (Mentha piperita), zacate de limén (Cymbopogon citratus) y hojas de limén
(Citrus limon) como sustratos de tres cepas de bacterias acidolacticas probidticas: L.

plantarum, L. Johnsonii y L. casei Shirota.

5.2 Particulares

2» Evaluar el efecto de incorporar dos niveles de jarabe simple (10 y 15 % p/v) y tres
cepas de bacterias lacticas probidticas (L. Johnsonii, L. plantarum y L. casei Shirota)
sobre parametros de fermentacion (cuentas viables, tasa de crecimiento, pH y acidez
total) a cada uno de los tres sustratos.

» Determinar mediante andlisis quimicos proximales (AQP) el porcentaje de nutrientes
que tiene cada sustrato.

2 Determinar la calidad sanitaria a la bebida fermentada mediante analisis
microbioldgicos: Mesdfilos aerobios, hongos y levaduras, coliformes totales vy
coliformes fecales.

2 Determinar la estabilidad del producto fermentado, durante 4 semanas en
refrigeracion (4C), con respecto a la viabilidad de los microorganismos probidticos

presentes.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia experimental

Se efectuaron fermentaciones utilizando bacterias acidolacticas (BAL) con
propiedades probidticas comprobadas: L. plantarum L. Johnsonii y L. casei Shirota sobre
tres fuentes vegetales diferentes: hierbabuena (Mentha piperita), zacate de limén
(Cymbopogon citratus) y hojas de limoén (Citrus limon) con dos niveles de incorporacion de
jarabe simple (10 y 15%); a condiciones de pH inicial de 6.5 y temperatura de 37 + 22C. Se
evaluaron: crecimiento de microorganismos (cuentas viables), el pH, y la produccién de
acidez total titulable durante la fermentacién. Posteriormente, se eligio la mejor
concentracion de jarabe simple para cada cepa de BAL con los mejores resultados en los
pardmetros de crecimiento. Se realizaron andlisis proximales, microbioldgicos y viabilidad
del producto fermentado. En la figura 4 se esquematiza la metodologia general de este

trabajo de investigacién.
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Analisis experimental estadistico de bloques al azar, donde se evalué el
efecto de concentracion del jarabe simple, en cada sustrato.
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Variables respuesta:
1.- Cuentas viables (UFC/ml), (Vander y Splittsoesser, 1992).
2.- Tasa de crecimiento, (Shuller, 2002).
3.- pH y % de Acidez titulable (Hart y Fisher, 1991).

v

Analisis quimicos proximales
Analisis Microbioldgicos

Figura 4. Diagrama para evaluar la fermentacion
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Figura 6. Diagrama para evaluar la fermentacion, sin indculo
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6.2 Obtencion de las materias primas

6.2.1 Preparacion de las formulaciones a partir de hierbas

El material vegetal se recolecté directamente con los productores de la regién, para
asegurar su frescura. Posteriormente las hojas se lavarén y desinfectaron con una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% V/V.

Los jugos para fermentar fueron obtenidos utilizando una licuadora industrial, se
molieron 6 g de hojas (se seleccionaron las mejores), previamente desinfectado en 90 ml

de agua purificada y esterilizada, en relacion (p/v).

6.2.2 Cepas de BAL empleadas

La cepa de L. Johnsonii LC1 fue donada por el Dr. Humberto Herndndez de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN; la cepa de L. plantarum NCIMB 11718 fueadquirida
de colecciones microbianas; la cepa de L. casei Shirota fue adquirida de colecciones
microbianas del Dr. Mario Alberto Dominguez-Magaiia de la Universidad del Papaloapan.

Las cepas estan conservadas en congelacion utilizando glicerol al 20% como crio protector.

6.3 Analisis proximales de las hierbas

Los componentes proximales se determinaron por los métodos de la AOAC (1984):
» Humedad: (Método 925.03), el método se basa en el secado de la muestra en horno
(SHEL LAB, USA) a 105° C durante (4 h) hasta peso constante, se utiliza un crisol de
porcelana para el manejo de la muestra ambos son pesados por separado,
previamente al analisis, el calculo de humedad es por diferencia de peso de la muestra
antes y después de ser secada, la perdida de peso se toma como porcentaje de

humedad.
> Cenizas: (Método 923.03), se basa en calcinar la muestra (obtenida del analisis
de humedad) en una mufla (Barnstead, USA) a una temperatura que fluctua
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entre 550-600° C durante 4 h, el material que no se volatiliza a esta temperatura se
conoce como ceniza, su determinacién es por la diferencia de peso del crisol con
muestra menos el peso del crisol con residuo inorgdnico resultante de Ila
incineracion sobre el peso de la muestra original, el resultado se toma como

porcentaje de cinezas.

Grasa cruda o extracto etéreo: (Nielsen, 2003); en este método se extraen

lipidos libres, grasas neutras o acidos grasos libres de modo semicontinuo, con éter
de petréleo, en un sistema Soxhlet (Prendo, México), a través de reflujos por 4 h. El
contenido de la grasa se mide por la pérdida de peso de la muestra, o bien por el peso

de la grasa extraida, después de evaporarse el solvente.

Proteina cruda: (Nielsen, 2003), Su analisis se efectla a través de un sitema

microKjedahl (Prendo, México) mismo que evalta el contenido de nitrégeno total en
la muestra, después de ser digerida con acido sulfurico en presencia de un catalizador
de mercurio. La cantidad de nitrégeno amdnico se cuantifica mediante el analisis
volumétrico frente a una disolucion de HCl 1 N, valorada. Se lleva a cabo el conjunto
de andlisis sobre una muestra en blanco. El contenido de proteinas se puede calcular,
seguidamente, presuponiendo una proporcién entre la proteina y el nitrégeno para
el alimento que estd siendo analizado. Para el ajuste de la técnica se utilizé el factor
de 5.7 para proteinas de origen vegetal.

Fibra cruda: (Método 962.09), Este método permite determinar el contenido de fibra
en la muestra, después de ser sometida a una digestion con soluciones de acido
sulfurico e hidréxido de sodio en una cdmara de digestion (Ankom) y calcinado el
residuo. La diferencia de pesos después de la calcinacién nos indica la cantidad de
fibra presente.

Determinacidon cuantitativa de extracto libre de Nitrégeno (E.L.N.): Se utiliza

siguiendo el método oficial de la AOAC. Dentro de este concepto se agrupan todos los
nutrientes no evaluados con los métodos senalados anteriormente dentro del andlisis
proximal, constituido principalmente por carbohidratos digeribles, asi como también

vitaminas y demas compuestos organicos solubles no nitrogenados; debido a que se
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obtiene como la resultante de restar a 100 los porcientos calculados para cada
nutriente. El resultado se calcula de siguiente manera.
Extracto Libre de Nitrogeno (%)= 100 — (% proteina cruda + % lipidos crudos + %

cenizas + % humedad+ % fibra cruda).

6.4 Preparacion del inéculo

El cultivo iniciador se prepard 24 h antes de la fermentacion, se inocularon 10 ml de
caldo MRS previamente esterilizado con 100 pl de la cepa correspondiente conservada en
glicerol empleando de acuerdo a metodologia (Dominguez-Magafia, 2006), mismas
condiciones de la fermentacion para su crecimiento (372C, 150 rpm). Después de este
tiempo, se tomaron alicuotas de 1 ml de caldo MRS con el microorganismo crecido y se
colocaron en tubos Ependorff también previamente esterilizados. Los tubos Ependorff se
sometieron a centrifugacién a 10,000 rpm. Durante 10 minutos a una temperatura de 10 2C.
El sobrenadante se retird y al pellet formado se le agregd 1 ml de solucién salina al 0.85%
p/v (NaCl) para después, mediante un vortex, reconstituir el pellet en la solucién salina.
Después se realizé una segunda centrifugacidn a las mismas condiciones de la primera:
10,000 rpm durante 10 min a 102 C. El sobrenadante se retird y al pellet formado se le agregd
de nuevo 1 ml de la misma solucién salina, Se reconstituyd el pellet en la solucidn salinay de
éste indculo se tomaron 500 pul por cada 50 ml de sustrato contenido en los matraces de 250
ml.

Se determind el nimero de cuentas viables de bacterias acidolacticas en medio MRS,
antes y después de inocular mediante conteo en placa (Vander y Splittsoesser, 1992; Man,
Rogosa y Sharpe, 1960), los resultados se reportaron en Logio UFC/ml para cada cepa de

BAL.

6.5 Metodologia de las fermentaciones

Se realizaron fermentaciones inoculando 2000 ul con cada una de las tres cepas de BAL
en el jugo de hierbas previamente esterilizado, empleando dos concentraciones de jarabe

simple (10 y 15% v/v) y un tiempo de fermentacién de 48 h. Todas las fermentaciones se
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realizaron a nivel laboratorio en matraces de 250 ml, con 200 ml de la suspension de jugo a
una temperatura de 37+22 C, una agitaciéon de 150 rpm y con un pH inicial de 6.5 ajustado
con HCl 2 N. Después de efectuar el comparativo estadistico sobre el efecto de estos dos
niveles de incorporacién de jarabe simple (10 y 15%) sobre las cuentas viables (UFC/ml) a
las 48 h de fermentacion, se selecciond el nivel de incorporcién de jarabe simple con las
mayores cuentas viables, repitiendo cada fermentacién con su cinética correspondiente. En
las fermentaciones posteriores, los pardmetros evaluados fueron cuentas viables (UFC/ml),
tasa o velocidad de crecimiento (u), consumo total de azucares, pH y acidez titulable. Estos
pardmetros se evaluaron durante cada fermentacién en los tiempos: 0, 4, 8, 12, 16, 24, 30y 48
horas de fermentacion, deteniéndose ésta a las 48 h.

A cada bebida fermentada también se les evalud tolerancia a pH acido y viabilidad de la bebida
durante 4 semanas a 4°C. La determinacidén de cuentas viables se realizé6 mediante la técnica
de vaciado en placa usando medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS).

En la tabla 2 se indica la metodologia empleada durante y después de la fermentacién.

Tabla 2. Metodologias efectuadas en esta investigacion

Analisis efectuado Metodologia empleada

Cuantificaciéon de células de BAL Vaciado en placa (Vander y Splittsoesser,
(UEC/ml) 1992)

Calculo de la tasa de crecimiento () Monod (Shuller, 2002)
Consumo de azucares totales Fenol-acido sulfurico (Nielsen, 2003)
Medicién de pH Hart y Fisher, (1991)
Medicion del % de acidez total % acidez titulable (Pereira, 1988)
Tolerancia a pH acido (Hyronimus y col. 2000; Park y col. 2002)
Calidad sanitaria de la bebida Analisis microbioldgicos (Nielsen, 2003)
Viabilidad de la bebida Pereira y col. (2010)
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6.6 Diseno estadistico a emplear

El disefio estadistico consiste en un disefio de bloques al azar (tabla 3), en el cual los
tratamientos a evaluar son los niveles de concentracion de jarabe simple en la bebida (10 y
15 % p/v). Cada bloque representa el sustrato a utilizar con cada uno de los tres tipos de cepa.
Las variables respuesta son los parametros de crecimiento a las 48 h de fermentacién:

cuentas viables (UFC/ml), tasa de crecimiento (u); cada tratamiento se realiza por triplicado.

Tabla 3. Disefio estadistico por bloques

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
H Z L H Z L H Z L
L. plantarum L. Johnsonii L. casei Shirota
10%
15%

H: Hierbabuena
Z: Zacate de limén
L: Hojas de limén

6.7 Calculo de la tasa de crecimiento bacteriano

Se realizod el cdlculo de la tasa de crecimiento de las bacterias en base a lo reportado

por Shuller y Kargi, (2002). Mediante la siguiente ecuacion:

Xf
Xo
tf — ti

u=In

Ecuacion 1. Crecimiento bacteriano.

Donde:

U = Velocidad de crecimiento (h'l)

Xf = Concentracion celular final expresada en UFC/ml
Xo = Concentracion celular inicial expresada en UFC/ml
ti = Tiempo inicial de crecimiento

tf = Tiempo final de crecimiento
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6.8 Cuantificacion del consumo de azucares totales

EL consumo azucares totales durante la fermentacion se determino a través de una curva
de calibracion de la absorbancia en funcién de la concentracion para la cual se prepararon
soluciones de 10-70 mg/L utilizando glucosa como estandar. Como blanco para las lecturas
se utilizé agua destilada aplicandole el mismo tratamiento. Para la aplicacién del método
(Dubois 1956) (Método Fenol-Sulfurico), se mezclaron 2 ml de muestra con 2 ml de fenol al
5% en tubos digestores y se colocaron en una gradilla sumergida en un bafo de agua fria. A
los tubos se la afiadieron 5 ml de H,SO4 se dejaron reposar por 15 min y se analizaron en un
espectrofotémetro (marca, pais) a una longitud de onda de 490 nm. Los ensayos se

realizaron por triplicado para obtener valores promedios.

6.9 Determinacion de pH

Se determiné la variacién del pH en el medio de cultivo durante el crecimiento de las
bacterias con un potenciometro (HANNA instruments, Italia), siguiendo el manual de
operacion del equipo.

Se utilizarén 10 ml de muestra, eliminando los residuos celulares mediante

centrifugacién a 10,000 x g durante 10 min.

6.10 Determinacion del % de acidez titulable

Se determind la produccidon de acidos organicos por medio de la acidez titulable durante el
crecimiento de las bacterias de acuerdo al método de Pereira (1988); los resultados se
expresan como porcentaje de acidez titulable y se calculan de acuerdo con la siguiente

ecuacion:
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G x N x meq x100
\

Acidez titulable (%)=

Ecuacion 2. Acidez titulable

Donde:

G= Gastos de NaOH en la titulacion (ml)

N= Normalidad del NaOH usado (0.1 N)
Meg= Miliequivalente de acido lactico (0.09)
V= Volumen de la muestra (10 ml)

100= Factor para expresar porcentaje

6.11 Tolerancia a pH dcido

Se evalud la tolerancia a pH acido (MRS pH: 2,5) y posteriormente se determind la
poblacién sobreviviente. Para la adaptacion a las condiciones de acidez se evaluaron las tres
cepas de bacterias acidolacticas utilizadas en este estudio L. Johnsonii, L. plantarum, L. casei
Shirota. Las bacterias fueron activadas en una primera fermentacion de 24 h a 37 °C,
llegando a un ph 3-4, dependiendo del tipo de sustrato de la bebida. En la evaluacion de la
tolerancia de estas cepas se tomaron 50 ul del cultivo y se inocularon en caldo MRS ajustado
a pH de 2.5 con HCl 2.2 N se incubd por 3 h a 37 °C (Cueto-Vigil y col. 2010). Para la
determinacién de las UFC inicial y final se hicieron diluciones en solucion salina 0.85% y se
inoculan 50 ul de la muestra en placas con agar MRS (por duplicado), las placas se incubaron
24-48 h a 37°C, anaerobiosis. (Hyronimus y col. 2000; Park y col. 2002; Cueto-Vigil y col.
2010)

Los resultados se expresaron en porcentaje de sobrevivencia, utilizando la siguiente

ecuacion:

UFC final (celulas sobrevivientes)
UFC inicial

% sobrevivencia= x100

Ecuacion 3. Tolerancia a pH acido
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6.12 Analisis de la calidad sanitaria de la bebida

6.12.1 Mesofilos aerobios

Para efectuar los andlisis microbiolégicos se diluyo cada bebida fermentada con una
solucién diluyente reguladora de fosfatos o con agua peptonada segun loindicado enla NOM
109-SSA1-1994 y la NOM-110-SSA1-1994. Las diluciones seriadas realizadas fueron: 1:1,
entre 1x10? y 1x107 En la determinacién de bacterias mesofilicas aerobias se utilizé el
método de vaciado en placa con agar para método estandar (BIOXON Cat. 134) reportado
en la NOM-092-SSA1-1994, inoculando las diluciones entre 1x107?, y 1x10°, éstas
posteriormente se incubaron a31 £ 1°C durante 48 £ 2 h. Se contabilizaron las cajas que
presentaron entre 25 y 250 unidades formadoras de colonias (UFC), se obtuvieron el
promedio de los triplicados tomando en cuenta la dilucién a la que se encontraba la muestra
y los resultados se reportaron de la siguiente forma: UFC/ml de bacterias mesofilicas

aerobias

6.12.2 Coliformes totales

Para el andlisis de coliformes totales se siguid la metodologia descrita en la NOM-112-
SSA1-1994 que es la técnica del NMP (nimero mas probable). Se prepararon diluciones de
cada bebida fermentada, desde 1x10! hasta 1x10™y por cada dilucién se tomaron 3 tubos
conteniendo 10 ml de caldo laurel sulfato triptona (prueba presuntiva) a los cuales se les
afnadid 1 ml de la muestra diluida, incubando los tubos a 35 + 1°C durante 48 + 2 h hasta la
formacion de gas. De cada tubo positivo que mostro formacién de gas, se tomd una asada
que se sembrd en un tubo con 10 ml de caldo lactosa bilis verde brillante (prueba
confirmativa) y se incubd a 35 + 1°C durante 24 h. Para reportar los resultados se tomé la
serie de tubos de la prueba confirmativa con formacién de gas después del periodo de

incubacién requerido y se buscé el NMP en los cuadros correspondientes.
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6.12.3 Coliformes fecales

Para el analisis de coliformes fecales se siguid la metodologia descrita por Hitchnins,
(1992) vy siguiendo la técnica del NMP para coliformes totales, se transfiere una asada de
cadatubo de caldo lauril triptona que haya mostrado gas a un tubo con caldo ECyseincuba a
45.5 + 1°C durante 48 h hasta formacion de gas. La produccidon de gas hace positiva esta
prueba para coliformes fecales y se realiza el cdmputo correspondiente de la misma forma

gue los coliformes totales.

6.12.4 Hongos y levaduras

Para determinar hongos y levaduras se usaron las diluciones seriales 1:1, de 1x10* hasta
1x10™*; el vaciado en placa se hizo con agar dextrosa y papa (BIOXON Cat. 119), acidificado
con acido tartarico al 10% p/v y se incuba a 25 * 1°C durante 5 dias. Se contaron las cajas
gue presentaron entre 10 y 150 UFC, se calculé el promedio de los triplicados tomando en
cuenta la dilucién de la muestra y los resultados se reportaron de acuerdo a lo reportado

en (NOM-111-SSA1-1994; AACC, 1982).

6.13 Analisis de viabilidad durante el almacenamiento de las bebidas

fermentadas

Después de las 48 h de fermentacion a 37 9C, se almacenaron las bebidas fermentadas a
una temperatura de 4 2C durante 4 semanas, determinando semanalmente la viabilidad del
cultivo probidtico en cada bebida, reportando los resultados como unidades formadoras de

colonias (logio UFC/mI), de acuerdo a la metodologia de Sharma y Mishra, (2013).
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6.14 Andlisis estadistico de los datos experimentales

Los datos experimentales que se obtuvieron en este estudio se analizaron
estadisticamente mediante un andlisis ANOVA para blogques completos aleatorizados
(Montgomery, 1998). Para tal fin se utilizé el paquete estadistico computacional Statgraphics
Plus versién 5.1.

Los datos obtenidos de los analisis microbioldgicos y algunas propiedades nutritivas de las

bebidas fermentadas se evaluaron mediante comparacién de medias.
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Andlisis proximales de las hierbas

En la tabla 4 se presentan los resultados de composicién quimica proximal (AQP)
realizados a las hojas de hierba buena, zacate de limén y limén.

El porcentaje de proteina cruda encontrado para hierbabuena (Mentha piperita) fue de
4.72 %, para Zacate de limén (Cymbopogon citratus) 3.66 % y para hojas de imén (Citrus
limon) 0.79 % valores similares reportados por Shruti y Padma, (2015). Aunque el
porcentaje de proteinas es pequefio es una fuente de nitrégeno organico el cual asimilan
las BAL para su crecimiento

Antolinez y col. (2008); Sdnchez y col. (1998) mencionaron que en vegetales el contenido
de nutrientes puede ser variar en concentracion, esto puede deberse al lugar de
procedencia, condiciones de cultivo, cosecha, asi como a los cuidados agrondmicos

proporcionados a los cultivos por lo cual el porcentaje de los andlisis proximales puede

variar.
Tabla 4. Analisis quimico proximal de las plantas en estudio

Parametro Hierbabuena Zacate de Limén Hojas de Limén

(%) (Mentha piperita) | (Cymbopongo citratus) | (Citrus limén)
Humedad 81.86 £ 0.2 68.72 £ 0.1 70.02+£0.3
Cenizas 1.52+0.2 2.14+0.3 244 +0.3
Proteina 4.72+0.3 3.66+0.4 0.79+0.2
Grasa 1.58+0.3 5.33+0.2 0.68+0.4
Fibra cruda 12.87+0.1 8.18+0.3 6.80+0.3
E.L.N. 2.13 11.97 18.81

Factor de proteina 5.7

El contenido de elementos libres de nitrégeno ELN se calculé con la formula:

% E.L.N. = 100 — (ceniza% + humedad% + proteinas% + lipidos).
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El mayor contenido de carbohidratos fue en las hojas de limén 18.81 %, seguida de zacate

de limén 11.97 % y por ultimo la hierbabuena con un porcentaje de 2.13 %.

7.2 Cuentas viables (UFC/ml)

El efecto de los dos niveles de jarabe simple (10 y 15 %) en las bebidas fermentadas no
fue significativa para el crecimiento de las BAL, por lo cual se tomo la decisidn de realizar la

formulacion de la bebida al 10% de concentracion de jarabe simple.

Tabla 5. Comparativo de cuentas viables en concentracién de jarabe simple al 10y 15 %

a las 48 h de fermentacion

Concentracion de jarabe simple %

Sustrato/Cepa 10% 15%

Logio UFC/ml Logio UFC/ml

Hierbabuena

L. casei Shirota 9.32 9.2°
L. Johnsonii 9.5° 8.92°
L. plantarum 9.4° 9.3°

Zacate de limén

L. casei Shirota 10.3° 10.1°
L. Johnsonii 9.8° 8.1°
L. plantarum 7.3° 8.1°

Hojas de limén

L. casei Shirota 8.8° 8.72
L. Johnsonii 8.3? 8.32
L. plantarum 12.8°2 12.9°
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En la tabla 5, se muestran los resultados del crecimiento promedio obtenido en los
formulados de las bebidas fermentadas enriquecidos con jarabe simple (sacarosa) al 10% y
15%, para el crecimiento de L. casei. Shirota, L. Johnsoniiy L. plantarum. El comportamiento
en el crecimiento de las cepas presentardn variacién, dependiendo de la cepa y la
concentracién del sustrato, que van desde (6.1 logiohasta 12.9 logio) UFC/mI. En los cultivos
de L. casei. Shirota y L. Johnsonii se observé un mayor crecimiento con la bebida de zacate
de limdn (10.3 Logio vy 9.8 Logio) en la formulacion con 10% de jarabe simple, L. plantrum
presentd menor crecimiento microbiano en este mismo medio y en el de hierbabena pero
presentd mayor crecimiento en la bebida de hojas de limén, donde tuvo una concentracién
de UFC/ml mas alta que las otras dos cepas (12.8 Logioy 12.9 Logio). Otros autores que
tuvieron resultados parecidos son: Young y col. (2005), evaluaron el jugo de betabel como
un potencial sustrato para la produccién de probidticos con cuatro especies de bacterias
acidolacticas (L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii) con una concentracién
inicial de 57.8 g/L de sacarosa, todos los cultivos lacticos fueron capaces de utilizar
rapidamente el jugo de betabel para la sintesis celular y la produccién de acido lactico
alcanzando cultivos de orden de 10° despues de 48 h de fermentacién a 30°C (tabla 6).
Gonzales y col. (2008), utilizaron Aloe vera (sabila) como sustrato principal para obtener
cultivos de alta concentracion de células viables de dos bacterias con actividad probiotica
L.c. Shirota (NRRL-1445) y L. plantarum (NCIMB 11718) obteniendo crecimientos de (6.6 x
10y 5.7 x 10° UFC/ml para L.c. Shirota y L. plantarum respectivamente) en un tiempo de
fermentacion de 48 h a una temperatura de 37 °C.

Young y col. (2006), llevaron a cabo una investigacion para determinar la idoneidad del
jugo de col sin suplementacion de nutrientes, como materia prima para el crecimiento de
tres cepas lacticas L. casei, L. plantarum y L. delbrueckii, las cuales crecieron rapidamente
alcanzando casi 1 x 108 UFC/ml (tabla 6), después de 48 h de fermentacién a 302C.

Tantipaibulvut y col. (2008), utilizaron para fermentar cepas L. plantarum y L. casei jugo
esteril de roselle (Hibiscus sabdariffa) a una temperatura de 30°C durante 72 h, ambas cepas
fueron capaces de crecer en jugo alcanzando concentraqgciones celulares de 8.47 y 8.10

Logio UFC/ml para L. plantarum y L. casei respectivamente, encontrando que la
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fermentacion mas alla de las 24 h did lugar a una disminucién en los recuentos de células
viables.

Se piensa que cada cepa encontrd disponibilidad de cantidades suficientes de material
fermentable en la bebida para crecer y multiplicarse que se reflejé en cuentas viables para
las tres cepas con un numero significativo de bacterias acido lacticas, a pesar de que en este
medio se asume, probablemente Ila existencia de concentraciones de compuestos
bacteriostaticos y aunque aparentemente a las 48 h se tiene un mayor crecimiento
microbiano, las cepas alcanzan concentraciones de 10’ de microorganismos viables a las 24
h (figuras 7, 8 y 9), con lo que se podria llevar a cabo en menor tiempo la fermentacién con

cualquiera de las tres cepas estudiadas.

L. casei Shirota
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Figura 7. Consumo de azucares y cuentas viables de BAL de L. casei Shirota, obtenido con

cada una de las tres hierbas, después de 48 h de fermentacién
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L. plantarum
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Figura 8. Consumo de azucares y cuentas viables de BAL de L. Johnsonii, obtenido con

cada una de las tres hierbas, después de 48 h de fermentacién
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Figura 9. Consumo de azucares y cuentas viables de BAL de L. plantarum, obtenido con

cada una de las tres hierbas, después de 48 h de fermentacién

La produccidn de biomasa fue inversamente proporcional al consumo de azucares lo que

quiere decir que el crecimiento coincide con la caida de los azlcares presentes en el medio.
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Tabla 6. Comparativo de resultados con otros autores de las variables respuesta de las

fermentaciones con BAL despues de 48 h

Microorganis Crecimiento Velocidad de Tiempo de | Temperatura pH % A.
mo celular crecimiento fermentacion (°C) titulable
Logio UFC/ml (n) (h)
Hierba L. c. Shirota 9.1 1.65 48 37 1 0.72
buena
L. Johnsonii 9.6 1.88 48 37 .8 0.42
L. plantarum 9.7 5.82 48 37 .0 0.45
Z.de L. c. Shirota 10.7 5.82 48 37 .6 0.60
limén
L. Johnsonii 9.9 4.64 48 37 0.64
L. plantarum 7.0 0.27 48 37 0.85
H. de | L c. Shirota 8.7 1.19 48 37 0.62
limén
L. Johnsonii 8.1 2.23 48 37 .0 0.53
L. plantarum 12.8 3 48 37 1 0.42
Betabel | L. c. Shirota 9.22 1.75 48 30 0 0.25
1
L. plantarum 9.06 0.10 48 30 0.52
L. 9.41 1.26 48 30 0.81
acidophilus
L. 9.19 2.62 48 30 .5 0.23
delbrueckii
Sabila? L. c. Shirota 10.81 2.86 48 30 .6 0.7
L. plantarum 9.75 2.76 48 30 .6 2.0
Col® L. c. Shirota 9.07 2.12 48 30 4 0.6
L. plantarum 9.18 3.68 48 30 .6 0.76
L. 9.18 431 48 30 7 0.74
delbrueckii
Jamaica | L. c. Shirota 8.47 0.21 48 30 .8 0.50
4
L. plantarum 8.7 1.16 48 30 .8 0.46

Young y col. (2005)

2Gonzéles y col. (2008)

3Young y col. (2006)
4Tamtipaibulvu y col. (2008)

7.3 Velocidad de crecimiento u
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En cuanto a la tasa o velocidad de crecimiento (u), se pudo notar que si hubo diferencia
estadistica significativa con cada cepa de BAL en relacidn al sustrato empleado (Figura 10).
La tasa mas alta se obtuvo en las bebidas de hierbabuena y zacate de limdén con las cepas L.
casei Shirota y L. plantarum respectivamente teniendo una p de 5.82268223 h™! para ambos.
La cepa de L Johnsonii tuvo una tasa de crecimiento entre 1.88 y 4.64 h%, en tanto que la

tasa registrada con la cepa L. plantarum oscil6é entre 0.27 y 5.8 h't.

Velocidad de crecimiento h!

2.58
2.23
1.66 1.89
1.19
0.27 .
|

h buena z de limén h de limén

B L. casei Shirota W L. Johnsonii W L. plantarum

Figura 10. Velocidad de crecimiento

7.4 pH

Se observé la reduccidn del pH en las formulaciones de las bebidas para todas las cepas
evaluadas (Figura 11, 12 y 13), las formuaciones tuvieron un valor inicial de 6.5 alcanzando
valores finales de pH de hasta 3.13 con la cepa de L. plantarum esto con la bebida de zacate
de limdn (tabla 6), mientras que en la bebida de hierbabuena y hojas de limén tuvo valores
de 4.05 y 4.16 respectivamente, el decremento de pH en los cultivos de L. plantarum indica
la probable produccidn de otros acidos orgdnicos como acido acético (Roberfroid, 2000)

L. casei Shirota y L. Johnsonii tuvieron un comportamiento similar en el pH, demostrando
gue son capaces de fermentar los jugos de zacate de limén y hojas de limén produciendo

acidos grasos de cadena corta y disminuyendo los gradientes de pH (tabla 9).
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La cepa de L. plantarum, fue la cepa que menor gradiente de pH generd entrelasOy 4 h
de fermentacién, en tanto que L. casei Shirota y L. Johnsonii generaron mayores gradientes
en el mismo intervalo de tiempo, en cuanto a la diferencia de temperatura de fermentacion
con otros trabajos Tantipaibulvut y col. (2008); Narvhus y col. (1998). Probaron dos niveles
de temperatura y encontraron que aunque los jugos incubados a 37 °C mostraron una
reduccidon mas rapida del pH, después de 18 h de fermentacién los jugos incubados a 30 °C
muestraron resultados similares en pH, llegando a un valor de pH similar al término de la
fermentacion.

Las tres cepas L. plantarum, L. casei y L. Johnsonii son capaces de sobrevivir a bajos pH.
La importancia de estos valores de pH obtenidos empleando como sustrato hierbas
aromaticas, es que se genera un ambiente poco propicio para el desarrollo de

microorganismos competidores, incluyendo los patdégenos (Shah, 2001).

L. casei Shirota
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Figura 11. Comportamiento del pH de L. casei Shirota después de 48 h de fermentacién con

cada una de las tres hierbas
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L. Johnsonii
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Figura 12. Comportamiento del pH de L. Johnsonii después de 48 h de fermentacidn con

cada una de las tres hierbas
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Figura 13. Comportamiento del pH de L. plantarum después de 48 h de fermentacion

con cada una de las tres hierbas
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7.5 % de acidez titulable

Los valores de acidez titulable total obtenidos con las cepas oscilaron entre 0.42 y 0.8 %
(Figura 14, 15 y 16, tabla 6). Las cepas L. Johnsonii y L. plantarum produjeron los menores
valores de acidez titulable (0.42 %) expresado como acido lactico, en las formulaciones con
hierba buena y hojas de limén. El mayor valor de acidez (0.85 % + 0.05) fue obtenido con la
cepa L. plantarum en la fomulacion de zacate de limdn; todas las cepas de BAL estudiadas
presentaron diferencia estadistica significativa (p<0.05). Las bebidas fermentadas en las que
se produjerén la mayor acidez titulable expresada como acido lactico, fueron las de
hierbabuena y zacate de limodn (0.72-0.85) repectivamente cada una (tabla 6).

La baja produccién de acidez titulable en los jugos de hierbabuena y hojas de limén
probablemente se debe a que los microorganismos no encontraron cantidades suficientes
de nutrientes para su crecimiento, en los jugos (Pederson y albury, 1969). Otros estudios
tienen reportes que sustancias antibacterianas estan presentes en jugos a partir de fuentes
vegetales esto también puede repercutir en el desarrollo de los microorganismos (Pederson
y Fisher 1944; Dickerman y Liberman, 1952).

A pesar de los factores negativos en el medio para las BAL las tres especies de bacterias
acido lacticas L. casei, L. Johnsonii, L. plantarum, se encontraron capaces de crecer en bien

en los jugos de las hierbas.
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L. casei Shirota
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Figura 14. Comportamiento del % acidez de L. casei Shirota después de 48 h de

fermentacion con cada una de las tres hierbas

L. Johnsonii
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Figura 15. Comportamiento del % acidez de L. Johnsonii después de 48 h de

fermentacion con cada una de las tres hierbas
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L. plantarum
1.00

0.90
0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10

0.00 T T
0 4 8 12 24 30 48

Tiempo (h)
—o—h buena —o—z limdn —o—h limén

% Acidez

Figura 16. Comportamiento del % de acidez de L. plantarum después de 48 h de

fermentacion con cada una de las tres hierbas

7.6 Crecimiento y tolerancia a pH dcido

Las que presentaron mayor tolerancia a pH acido fueron L. plantarum seguida de L
casei y por ultimo de L Johnsonii, esta caracteristica se puede correlacionar con la
supervivencia in vivo a través del tracto gastrointestinal. En la tabla 7 se observa que la cepa
con mas porcentaje de supervivencia a pH bajo fue L. plantarum presentando un porcentaje

de supervivencia de 79 % luego de tres horas de incubacion digestivo.
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Tabla 7. Porcentaje de supervivencia de las cepas seleccionadas segun tolerancia a pH

acido
Tolerancia a pH bajo (pH: 2,5) UFC/ ml

Sustrato Cepas 0 h (Log o) | 3h(Log 1) % de
supervivencia

Hierbabuena L. casei Shirota 9.6 6.21 64.68

L. Johnsonii 9.71 7.57 77.96

L. plantarum 9.71 7.30 75.18

Zacate de limén L. casei Shirota 10.7 8.37 78.22

L. Johnsonii 9.9 5.77 58.28

L. plantarum 8.07 7 86.74

Hojas de limén L. casei Shirota 8.7 6.72 77.24

L. Johnsonii 8.1 6.24 77.03

L. plantarum 12.8 9.82 76.71

7.7 Andalisis microbioldgicos a las bebidas fermentadas

En relacidn a la efectividad de los cuidados y condiciones de asepsia que se tuvieron para
preparar las bebidas, el tratamiento de desinfeccidn aplicado al material vegetal (hojas) y
esterilizacién del agua, disminuyo el nimero de microbiota nativa presente en el material
vegetal, notandose en los resultados de los andlisis microbiolégicos efectuados a las bebidas
fermentadas, los culaes fueron: BHA bacterias mesofilas aerobias, Hy L hongos y levaduras,
CT coliformes totales, CF coliformes fecales los valores (tabla 8) los resultados obtenidos de
estos analisis estdn dentro de lo normal, resultando inferiores al recuento de BAL para cada
cepa indicando que el procedimeinto de sanidad fue efectivo. En relacién con el recuento
de bacterias lacticas, éstas estuvieron en el orden de 1x10° Para los limites de resultados
microbioldgicos al no haber referencias para este tipo se tomaron las normas del yogur,
(Codex A-11(A)/1975; RD 179/2003; BOE 18/02/03). En el mercado cumpliendo con los
limites establecidos por la norma respectiva de cultivos vivos para el yogur y para

proporcionar los efectos benéficos caracteristicos de probidticos.
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Tabla 8. Andlisis microbioldgicos efectuados a las bebidas fermentadas después de 48 h

de fermentacion.

BAL BMA HylL CT CF
Limite >6 <5 1.0 Ausencia Ausencia
permitido
sustrato Tipo de Cepa
Hierbabuena
L. casei 9.1 7.4 ND ND ND
Shirota
L. Johnsonii 9.6 9.1 ND ND ND
L. plantarum 9.7 7.4 ND ND ND
Zacate de limén
L. casei 10.7 8.3 ND ND ND
Shirota
L. Johnsonii 9.9 7.2 ND ND ND
L. plantarum 7.0 8.7 ND ND ND
Hojas de limdén
L. casei 8.7 7.1 ND ND ND
Shirota
L. Johnsonii 8.1 7.6 ND ND ND
L. plantarum 12.8 9.5 ND ND ND

ND: no detectado

BMA: Mesofilos aerobios
Hy L: Hongos y levaduras
CT: Coliformes totales

CF: Coliformes fecales

BAL: Bacterias acido lacticas

7.8 Viabilidad de la bebida fermentada (4 Semanas)

Para comprobar la viabilidad de las bebidas fermentadas, por 48 h a 37°C, con las
tres cepas de bacterias acido lacticas. En la tabla 9 se ilustra el efecto del almacenamiento
en frio a 4°C, tomdndose muestras a los 0, 7, 14, 21, hasta cumplir 28 dias (4 semanas). Los
cultivos de bacterias acido laticas redujeron gradualmente su viabilidad en los fermentos,

manteniéndose en 5.32-9.21 logio UFC/ml al final de las 4 semanas (tabla 9), se puede
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observar que para los lactobacilos L. Johnsonii, L. casei Shirota el decenso fue continuo pero
sobreviviendo las 4 semanas, en el caso de la bebida con la formulacion de zacate de limdn
presento una reduccidn significativa de los niveles de L. plantarum muriendo el cultivo a la
tercer semana. Para que un alimento sea considerado como probidticos debe tener al
menos 10% UFC/ml (Shah, 2001) y las formulaciones obtenidas tuvieron al menos 10’ UFC/ml
mostrando ser viables en las condiciones evaluadas 4 °C por 4 semanas para el crecimiento
de BAL probioticas para beneficos a la salud (Shad, 2001).

La viabilidad de los organismos probiodticos puede depender del nivel de oxigeno en
los productos, permeabilidad de oxigeno del emvase, tiempo de fermentacién vy
temperatura de almacenamiento. Otros factores para la pérdida de viabilidad de los
microorganismos probidticos se han atribuido a la disminucién del pH del medio y la
acumulacién de acido orgénico como resultado del crecimiento y la fermentacién (Obanco

y col. 2010).

Tabla 9. Efecto del almacenamiento a 4°C en la viabilidad de los cultivos lacticos de la

fermentacion

Viabilidad UFC/ml

Tiempo (semanas)

Sustrato Microorganismo 0 1 2 3 4
hierbabuena L. c. Shirota 9.1 8.32 8.13 7.69 7.17
L. Johnsonii 9.6 8.56 7.88 7.83 7.64
L. planatrum 9.7 8.7 8.23 8.13 7.79
Zacate de limon L. c. Shirota 10.7 8.95 8.32 8.27 7.24
L. Johnsonii 9.9 8.21 7.4 6.18 5.44

L. plantarum 7.0 6.47 6.21 5.77 -—--
Hojas de limon L. c. Shirota 8.7 6.92 6.48 6.10 5.32
L. Johnsonii 8.1 7.9 7.3 6.9 6.42
L. planatrum 12.8 11.3 10.75 9.80 9.21
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8 CONCLUSIONES

Con la determinacién del porcentaje de nutrientes de cada una de las hierbas
aromaticas a través de analisis quimicos proximales (AQP), se vio que fue necesario el
enriquecimiento de los formulados con otra fuente de carbono (jarabe simple) para el

crecimiento de los microorganismos.

La evaluacion del efecto de laincorporacion de los dos niveles de jarabe simple (10 y 15
% p/v) a cada una de las formulaciones con tres cepas de bacterias lacticas probidticas (L.
Johnsonii, L. plantarum y L. casei Shirota) no presentd diferencia minima significativa
(P<0.05) sobre parametros de fermentacién (cuentas viables, tasa de crecimiento, pH vy
acidez total) en cada uno de los tres formulados, por lo cual se utilizo 10% de jarabe simple

como nivel de incorporacion.

La calidad sanitaria de los fermentos fue aceptable, ya que los resultados de los analisis
microbioldgicos (mesodfilos aerobios, hongos y levaduras, coliformes totales y coliformes

fecales) estan dentro de los limites permitidos por las Normas Oficiales Mexicanas.

Los microorganismos probidticos son viables y los productos fermentados tienen

estabilidad aceptable durante 4 semanas en refrigeracion (4°C).

La acidez resultante de cada bebida fermentada, presumiblemente por la presencia de
AGCC que se generan durante la fermentacion presenté una relacion directa con respecto

al crecimiento del microorganismo durante su crecimiento y a la disminucién del pH.
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9 PERSPECTIVAS

Nuevos estudios deben ser llevados a cabo efectuando cultivos mixtos, para producir
potenciales bebidas probidticas; esto puede resultar en nuevos productos con la aceptacion

de la textura y sabor de los productos como son jugos de frutas, vegetales y cereales.

Es preponderante efectuar analisis sensorial a cada bebida fermentada para determinar

niveles de aceptacion.
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