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RESUMEN

El amaranto, debido a su composicion nutrimental (carbohidratos 50-66%,
lipidos 1.9-9.7% y proteinas 12-22%) ha sido seleccionado por la FA0 como
el mejor alimento de origen vegetal. El amaranto ejerce efectos benéficos
sobre la salud, destacandose la disminucion del nivel de colesterol en sangre,
reforzamiento del sistema inmune, actividad antioxidante y protecciéon contra
el cancer. Sin embargo, en algunas investigaciones ha sido encontrado que
los pretratamientos térmicos como tostado, extrusion y explosion, aplicados al
grano de amaranto antes de la elaboracién de la harina, repercuten en
el contenido nutrimental y la biodisponibilidad de los nutrientes. El alto
contenido de proteinas, hacen del amaranto un substrato atractivo para el
crecimiento de bacterias lacticas probioticas, lo que complementaria los
beneficios brindados por los nutrientes del amaranto y seria una alternativa
de consumo de probidticos para aquellas personas que no pueden consumirlos
de manera habitual (intolerantes a la lactosa, alérgicos a la proteina de leche,
al gluten o a la soya). Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto de pretratamientos sobre la funcionalidad de extractos de
semillas de amaranto como substrato para el crecimiento de bacterias lacticas
probidticas. Para alcanzar este objetivo se prepararon extractos de harina de
amaranto a partir de semillas: sin tratamiento, lavadas, cocidas y reventadas. Se
determind el contenido de proteina, azticares reductores y carbohidratos totales
en los extractos y se desarrollaron cinéticas de crecimiento de Lactobacillus
plantarum por vaciado en placa. Los resultados muestran que los extractos
son funcionales para el cultivo de L. plantarum y que Gnicamente el reventado
de las semillas parece afectar la disponibilidad de los nutrientes ya que fue
en el tnico extracto en donde se observd un crecimiento celular maximo
significativamente menor (1.44 + 0.04 ciclos logaritmicos), sin embargo, la
tasa de crecimiento no se vio afectada.
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AMARANTH EXTRACTS AS A SUBSTRATE FOR THE GROWTH OF
LACTOBACILLUS PLANTARUM A LACTIC ACID BACTERIA WITH
PROBIOTIC CHARACTERISTICS

— Abstract—

Amaranth, due to its nutritional composition (carbohydrates 50-66%, lipids
1.9-9.7% and proteins 12-22%) has been selected by FA0 as the best food of
vegetable origin, it has also been reported that amaranth exerts beneficial
effects on health such as lowering the blood cholesterol level, stimulating
the immune system, having antioxidant activity as well as protecting against
cancer. In some researches, it has been mentioned that thermal pre-treatments
such as roasting, extrusion and explosion, applied to amaranth grain before
flour processing, have an impact on nutrient content and bioavailability of
nutrients. The high content of proteins makes amaranth an attractive
substrate for the growth of probiotic lactic acid bacteria, which would
complement the benefits provided by the nutrients of amaranth and would
be an alternative of probiotic consumption for those people who cannot
consume them regularly (lactose intolerant, allergic to milk protein, gluten
or soy). Therefore, the objective of this research was to evaluate the effect
of pretreatments on the functionality of amaranth seed extracts as a substrate
for the growth of probiotic lactic acid bacteria. To achieve this goal, extracts
of amaranth flour were prepared from: without treatment, washed, cooked
and burst seeds. The protein content, reducing sugars and total carbohydrates
were determined to the extracts. Growth kinetics of Lactobacillus plantarum
were developed by the pouring plate method. The results show that amaranth
extracts are functional for the culture of L. plantarum and that only the
explosion of the seeds seems to affect the availability of nutrients since
it was in the only extract where a significantly lower maximum cell
growth was observed (1.44 + 0.04 Log UFc/uUFcC ), Nevertheless the rate
of growth was not affected.
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l amaranto es considerado un pseudocereal debido a que presenta una

composicion quimica similar a la de los cereales. Tiene un contenido

de proteinas relativamente alto (14-17%), y en algunas variedades
llega a ser mayor que en los cereales (22%). El amaranto presenta un perfil
de aminoacidos con mas lisina, triptéfano y aminoacidos azufrados que las
proteinas de cereales (Escudero et al., 2004), por lo cual es considerado
como una fuente de proteinas de alto valor nutritivo. El aceite de amaranto
presenta también un contenido de acidos grasos similar al del maiz y al de
otras oleaginosas, alrededor del 6% de los dcidos grasos del amaranto son
insaturados, de los cuales un 40 % es 4cido linoleico que es un acido graso
esencial en la nutricion humana (Saunders y Becker, 1984; Sanchez, 2007).

Se ha reportado que el amaranto puede ejercer efectos benéficos sobre la
salud como disminuir el nivel de colesterol en sangre, reforzar el sistema
inmune, tener actividad antioxidante, asi como proteger contra el cincer;
estos efectos estdn promovidos por la presencia de péptidos activos, terpenoides
y polifenoles (Venskutonis y Kraujalis, 2013). La fibra insoluble y soluble del
amaranto actta favorablemente reduciendo los niveles séricos y hepaticos
de colesterol en animales (Danz y Lupton, 1992), esta fibra puede ser
considerada prebiotica, ya que puede ser utilizada por microorganismos
probidticos para mejorar su crecimiento (Charalampopoulos et al., 2002).

El interés en utilizar el amaranto como substrato para la elaboracion de
productos fermentados, radica entre otras caracteristicas, en su alto contenido
de proteinas con un buen patréon de aminoicidos esenciales y su elevado
contenido de lisina (Pedersen, 1987). Por las caracteristicas mencionadas el
amaranto ha sido seleccionado por la FA0 (1986) como el mejor alimento de
origen vegetal. Su valor nutritivo hace del amaranto un substrato atractivo
para el crecimiento de bacterias lacticas con caracteristicas probioticas, que
actualmente se distribuyen principalmente en productos lacteos. La adicion
de bacterias potencialmente probidticas como Lactobacillus plantarum
(Molin, 2001; Cebeci y Giirakan, 2003), complementaria los beneficios brindados
por los nutrientes del amaranto y seria una alternativa de consumo de
probioticos para todas aquellas personas que no pueden consumir los productos
habituales (intolerantes a la lactosa, alérgicos a la proteina de leche, al gluten
o0 a la soya) (Prado et al., 2008). El amaranto, al ser un pseudocereal libre de
gluten, también representa una opcion de consumo para las personas celiacas
(Pantanelli 2001; Garcia 2008; Soteras 2011).

Se ha reportado que los diferentes procesos térmicos aplicados al grano
de amaranto, como tostado, extrusion y explosion del grano, antes de la
elaboracion de la harina, repercuten en el contenido nutrimental y la
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biodisponibilidad de los nutrientes, pero que, a pesar de la reduccion en el
contenido de compuestos fenolicos, la actividad antioxidante se mantiene
sin diferencias significativas con respecto al grano sin tratar (Bresani, 1992).
Lo anterior remarca la importancia de procurar que el procesamiento de los
granos de amaranto afecte en lo minimo posible el contenido y la disponibilidad
de sus nutrientes, por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto de las condiciones de procesamiento sobre el contenido y bio-
disponibilidad de nutrientes en extractos de amaranto y su funcionalidad
como substrato para el crecimiento de Lactobacillus plantarum, una bacteria
lactica potencialmente probidtica.

METODOLOGIA
Preparacion y caracterizacion de los extractos

Se utilizaron semillas no procesadas de amaranto Amaranthus hypochondriacus
cultivado de forma organica en los estados de Puebla, Oaxaca e Hidalgo;
adquiridas en la tienda virtual del grupo Quali en empaques de 250 g. Se
obtuvieron harinas a partir de semillas reventadas (240-270 °C, 35 s), de semillas
lavadas con una solucién de bicarbonato de sodio (NaCOH3) al 5% durante
7 minutos con agitacion, de semillas sometidas a coccion (agua a 100 °C,
25 min) y a partir de semilla sin tratar como testigo. Las semillas lavadas y
cocidas fueron colocadas durante 15 minutos en bastidores para eliminar el
exceso de agua y secadas en un horno al vacio a 60 °C durante 24 h previo a
la molienda. Las semillas de amaranto tratadas y no tratadas fueron molidas
en un molino pulvex 200 con una criba de 0.5 mm, el producto molido fue
tamizado (malla No. 80) para homogeneizar el tamafio de particula. Se
elaboraron cuatro extractos diferentes de acuerdo a las harinas de semillas
de amaranto (harina de amaranto reventado, harina de amaranto lavado,
harina de amaranto cocido y harina de amaranto sin tratamiento), mezclando
10 g de harina con 100 ml de agua destilada, las mezclas fueron dejadas en
reposo durante 20 min y sometidas a un proceso de homogeneizacion y
filtracion, posteriormente los extractos fueron parcialmente caracterizados
por su contenido de proteina (método Kjeldahl), aztcares reductores (Miller
1959) y carbohidratos totales (Dubois, 1956). Una vez caracterizados, los
extractos fueron sometidos a tratamiento térmico (121 °C, 10 min.) para la
eliminacion de la carga microbiana.

Desarrollo de las cinéticas de crecimiento

La cepa bacteriana de Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 (aislada de col en
vinagre), donada por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
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(uspa, Peoria, Illinois, UsA), fue preadaptada a los extractos cultivindola en
una mezcla 50:50 de extracto de amaranto-caldo MRs. Se tom¢ el in6culo
cuando las cepas alcanzaron su maximo crecimiento al final de la fase expo-
nencial (7.55 x 10® UFc/mL) para el desarrollo de las cinéticas de crecimiento
en los extractos de amaranto. Los extractos de amaranto fueron inoculados
con 0.5% de inoculo previamente estandarizado. Durante la fermentacion se
realizaron muestreos cada hora durante las primeras 6 horas y después cada
2 horas hasta las 24 horas, para evaluar la concentracion celular (unidades
formadoras de colonias por mililitro, urc/mL) por el método de vaciado en
placa, la evolucion del pH, la acidez titulable (A0Ac, 1990), 1a concentracion de
azucares reductores (Miller 1959) y los carbohidratos totales (Dubois, 1956).

Modelacion matemadtica y andlisis estadistico

Los parametros de crecimiento fueron calculados por ajuste del modelo
logistico a los datos de UFc obtenidos durante el desarrollo de las cinéticas y
la significancia entre ellos fue evaluada por andlisis de varianza con un nivel
de significancia (p < 0.05).

RESULTADOS
Caracterizacion parcial de los extractos obtenidos

Los tratamientos térmicos aplicados a una matriz vegetal son una etapa
importante para la obtencion de extractos ya que influyen en su contenido
nutrimental. La evaluacion del efecto de los tratamientos térmicos aplicados
a la semilla de amaranto sobre el contenido nutrimental ha sido reportado
unicamente para la harina de amaranto (Bressani, 1983); sin embargo, este
efecto no ha sido reportado en extractos. Por este motivo y para definir el
extracto a fermentar, en este trabajo se consider6 evaluar el efecto del lavado,
reventado y coccion de la semilla sobre el contenido nutrimental de los
extractos, asi como su capacidad para ser utilizado como medio de cultivo
para bacterias lacticas.

En la Tabla 1 se presenta el efecto de los tratamientos aplicados a la semilla de
amaranto sobre el contenido proteico, de aztcares reductores y de azucares
totales en los extractos. Como puede observarse el extracto de amaranto
reventado presento el contenido de proteina mas alto, pero uno de los contenidos
de azucares reductores mas bajos, solo por arriba del contenido en extracto de
amaranto cocido y ambos inferiores comparados con el contenido de aztcares
reductores en el extracto de semillas sin tratamiento térmico.
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Tabla 1. Contenido de proteinas, aztcares reductores y carbohidratos
totales en extractos de amaranto

, Azucares reductores Carbohidratos totales
Muestras Proteinas (%
(%) (mg/mL) (mg/mL)
Extracto de amaranto sin
; 0.690+0.003¢ 10.953+0.300° 35.96+2.60°
tratamiento (ST)

Extracto deamaranto 0.670+0.028° 9.330+0.212° 18.05+1.69°

lavado (LA)
Extracto deamaranto 0.815+0.007" 3.135+0.503¢ 23.93+1.67¢

cocido (CO)
Extracto de amaranto 1.130+0.014 3.325+0.106¢ 43.57+8.42

reventado (RE)

Nota: Los resultados se presentan como la media + desviacion estandar. (p < 0.05)

Los contenidos de proteina de ST y LA concuerdan con el reportado por
Soteras (2011) para extractos de amaranto. De acuerdo con el contenido
nutrimental de los extractos reportado en la Tabla 1, el extracto obtenido a
partir de semillas sin tratamiento present6 el mayor contenido de azucares
reductores, un buen contenido de proteina y aztcares totales por lo que
fue seleccionado para adaptar a L. plantarum al nuevo sustrato durante la
estandarizacion del inoculo.

Evaluacion del crecimiento de L. plantarum en extractos de amaranto

El crecimiento de L. plantarum en los cuatro extractos (extracto de amaranto
sin tratamiento (sT), extracto de amaranto lavado (LA), extracto de amaranto
cocido (co) y extracto de amaranto reventado (RE) se muestra en la Figura
1. En esta figura se aprecia que el crecimiento maximo se alcanza alrededor
de las 4 y 5 horas de cultivo; en el extracto de amaranto reventado, el
crecimiento maximo fue menor (1.4 ciclos log) comparado con el crecimiento
maximo alcanzado en los otros extractos (1.9 ciclos log), cabe mencionar
que se observa un crecimiento maximo de unicamente de 1.9 ciclos loga-
ritmicos debido a que la concentracion celular inicial fue de 107 uFc/mL y
se alcanza una concentracion final de 10° urc/mL. En la Tabla 2 se muestran
los parametros de crecimiento obtenidos por el ajuste del modelo logistico a
los datos de crecimiento.

Figura 1. Crecimiento de Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 en extracto
de amaranto sin tratamiento (sT), amaranto lavado (LA), amaranto cocido
(co) y amaranto reventado (RE)
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En la Tabla 2 se puede observar que, en lo que concierne al crecimiento maximo, el
Unico tratamiento significativamente diferente fue el del extracto de amaranto
reventado. En cuanto a la velocidad de crecimiento no se encontr6 diferencia
significativa; y, con respecto al tiempo de latencia, se observd que éste fue
similar en los extractos de amaranto sin tratamiento y de amaranto lavado,
pero fue diferente al obtenido en los extractos de amaranto reventado y de
amaranto cocido, los que a su vez, no mostraron diferencias significativas
entre ellos. El tiempo de latencia fue mas corto en los extractos realizados con
amaranto reventado y amaranto cocido.

Tabla 2. Efecto del tipo de extracto de amaranto sobre los pardmetros de
crecimiento de Lactobacillus plantarum NRRL-B4496

Extracto Crecimiento maximo Tasa} rr]éxima ‘?e Tiempo de latencia (h)
(Log (UFC/UFCo) crecimiento (h?)
ST 1.90 £0.03? 0.81 +0.12 1.63 £0.20°
LA 1.99 £ 0.02° 0.69 £ 0.04* 1.63 +0.10°
RE 1.44 +0.04° 0.75 +£0.242 0.97 £ 0.34¢
co 1.88 £0.03? 0.81 +0.14* 0.91 +£0.23¢

Nota: ST: extracto de amaranto sin tratamiento; LA: extracto de amaranto lavado; CO: extracto de amaranto
cocido; y RE: extracto de amaranto reventado. (p < 0.05)

Durante el crecimiento de L. plantarum en los extractos se evalud la evolucion
del pH, de la acidez titulable y de los aztucares reductores. La Figura 2 muestra
la evolucion del pH, el cual descendi6 desde aproximadamente 6.6 hasta
aproximadamente 3.8 en 6 h, tiempo en el cual el microorganismo ya se
encontraba en fase estacionaria. El pH en los extractos de amaranto sin
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tratamiento y de amaranto lavado se mantuvo por debajo de 4 a partir de
las 12 horas, mientras que, en los extractos de amaranto reventado y
amaranto cocido, estuvo muy cerca de los valores minimos de 4.4 — 4.5
indicados en las normas NOM-243-SSA1-2010 Y NOM-185-SSA1-2002 para
productos lacteos fermentados.

Figura 2. Evolucion del pH durante el crecimiento de Lactobacillus plantarum
NRRL B-4496 en extracto de amaranto sin tratamiento (sT), amaranto
lavado (1), amaranto cocido (co) y amaranto reventado (RE)
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La Figura 3 muestra la evolucion de la acidez titulable durante el crecimiento de
L. plantarum en los cuatro extractos. En la Figura 3 se observa que la produccion
de acidez como acido lactico empieza a detectarse a partir de las 4 h, y parece
estabilizarse a las 12 h. La acidez titulable de los extractos de amaranto sin
tratamiento y de amaranto lavado fue similar, y aproximadamente 1 g mayor
que la obtenida en los extractos de amaranto reventado y de amaranto cocido.
La acidez titulable expresada como 4cido lactico, en todos los extractos, estuvo
por abajo del valor minimo de 0.5% indicado en las normas NOM-243-SSA1-2010
y NOM-185-SSA1-2002 para productos lacteos fermentados.

Figura 3. Evolucion de la acidez titulable durante el crecimiento de
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 en extracto de amaranto sin tratamiento
(sT), amaranto lavado (LA), amaranto cocido (co) y amaranto reventado (RE)
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Como puede observarse en la Figura 4, el contenido de azicares reductores
en los extractos de amaranto sin tratamiento y amaranto lavado presento
una disminucion constante hasta alrededor de las 8 h de cultivo, este tiempo
corresponde aproximadamente con el inicio de la fase estacionaria, poste-
riormente el contenido de azdcares reductores permanecio constante.

Figura 4. Evolucion de los azticares reductores durante el crecimiento de
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 en extracto de amaranto sin tratamiento
(sT), amaranto lavado (la), amaranto cocido (co) y amaranto reventado (RE)
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CONCLUSIONES

Los resultados muestran que todos los extractos de amaranto pueden ser
funcionales para el crecimiento de bacterias lacticas, ya que no se observo
diferencia estadistica significativa (p < 0.05) entre las tasas de crecimiento
maximo y se observd un crecimiento maximo de alrededor de 2 ciclos
logaritmicos al inicio de la fase estacionaria, aunque en el extracto obtenido
a partir de semillas de amaranto reventadas se observéd una concentracion
celular ligeramente inferior al avanzar la fase estacionaria. Estos resultados
son la base de partida para el desarrollo de productos simbioticos (prebidticos
+ probioticos) a partir del amaranto, con contenido de proteina de buena
calidad como alternativa al consumo de probioticos para las personas que
no pueden consumir productos a base de leche, ya sea por sensibilidad a la
lactosa o por alergias a la proteina de la leche, asi como una alternativa para
los celiacos.Referencias
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