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RESUMEN GENERAL
APLICACION DE ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD EN LA
FORMULACION DE UNA BEBIDA FUNCIONAL DE LACTOSUERO-AVENA
POR:
M. C. Ana Luisa Herrera Ponce
Doctor in Philosophia en Produccién Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
En esta investigacion se formularon bebidas de lactosuero-avena con la
aplicacion de ultrasonido. Se comprobo que la combinacion de 35, 50 y 65% de
lactosuero-avena y la aplicacion de ultrasonido (40 kHz y 11W/cm?) durante 0, 3
o 10 min son adecuadas para elaborar bebidas probioticas con L. casei. Por
presentar las mejores caracteristicas, se eligio la combinacion 50% lactosuero
con 50% avena para las siguientes fases de la investigacion. En lactosuero, la
aplicacion de ultrasonido de (40 kHz y 11 W/cm?) a 25 o 55 °C durante 23 min,
generd mejor actividad antioxidante que cuando se aplicé durante 10 min o se
pasteurizé. En bebidas de lactosuero-avena, la aplicacion de ultrasonido (24 kHz)
durante 15 min a 23 0 154 W no tuvo efecto sobre propiedades fisicoquimicas y
antioxidantes. Pero la aplicacién de estas condiciones de ultrasonido con la
pasteurizacion a 65°C por 30 min, resultdé producir mejor actividad antioxidante
en las bebidas lactosuero-avena. La adicion de 1.5% v/v de saborizante vainilla
mejoré la aceptacion sensorial. Finalmente se determind la vida de anaquel y el

efecto de la aplicacién de ultrasonido (24 kHz y 23 W) por 3 0 15 min y la adicién
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de 1 o 2% v/v de inulina, en bebidas lactosuero-avena sobre el pH, acidez
titulable, actividad antioxidante, actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina durante el almacenamiento a 4 °C. Se definié una vida de anaquel
de 14 dias a 4 °C. En general, la bebida con 1% de inulina y 15 min de ultrasonido

presentd las mejores caracteristicas funcionales y sensoriales.
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GENERAL ABSTRACT
APPLICATION OF HIGH INTENSITY ULTRASONUND ON FUNCTIONAL
BEVERAGE OF WHEY AND OAT
BY:
ANA LUISA HERRERA PONCE

In this research, whey-oat beverages were formulated with the application
of ultrasound. The complementary combination of 35, 50 and 65% of whey-oat
and the application of ultrasound (40 kHz and 11W/cm?) for 0, 3 or 10 min were
found to be suitable for making probiotic beverages with L. casei. Overall, the 50%
whey with 50% oat combination was chosen for the next phase of the research.
In whey, the application of ultrasound (40 kHz and 11W/cm?) at 25 or 55 °C for 23
min, generated better antioxidant activity than when applied for 10 min or
pasteurized. In whey-oat beverages, the application of ultrasound (24 kHz) for 15
min at 23 or 154 W had no effect on physicochemical and antioxidant properties.
But the application of these ultrasound conditions with pasteurization at 65 °C for
30 min, turned out to produce better (P<0.05) antioxidant activity in the whey-oat
beverages. The addition of 1.5% v/v of vanilla flavoring improved sensory
acceptance. Finally, the shelf life and the effect of applying ultrasound (24 kHz) at
23 W for 3 or 15 min and the addition of 1 or 2% wi/v of inulin were determined in
whey-oat beverages on pH, titratable acidity, antioxidant activity, inhibitory activity
of the angiotensin converting enzyme during storage at 4 °C. The shelf life of the
beverage was 14 days at 4 °C. In general, the beverage with 1% wi/v inulin and

15 min of ultrasound presented the best functional and sensory characteristics.
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INTRODUCCION GENERAL

En los ultimos afios ha aumentado el reconocimiento del papel clave que
posee la alimentacidn en la prevencion y tratamiento de enfermedades (Granato
et al.,, 2020), aunado a un aumento en el nivel de educacién, ingresos y
conciencia sobre la salud. Esto ha generado que los consumidores elijan
alimentos funcionales como alimentos mas saludables (Kaur y Singh, 2017). Un
alimento funcional es aquel que va mas alla de los efectos de una nutricion
adecuada, de manera que mejora el bienestar y/o la reduccion del riesgo de
padecer una enfermedad (Roberfroid, 2002). Dentro del mercado de alimentos
funcionales, las bebidas funcionales son la categoria mas desarrollada por la
factibilidad para satisfacer las demandas del consumidor en cuanto al contenido
nutricional, la presentacion y la facilidad de distribucion (Corbo et al., 2014). En
este sentido, se han formulado bebidas funcionales a base de lactosuero (Souza
et al., 2019). El lactosuero es el liquido color amarillo-verdoso que resulta de la
separacion de la leche cuajada por la precipitacion de las caseinas durante la
elaboraciéon de queso (NOM-183-SCFI-2012). La generacion de suero es alta,
por cada kilogramo de queso se obtienen nueve kilogramos de suero (Prazeres
etal., 2012) y debido a la composicion (Madureira et al., 2007) posee un potencial
contaminante con una demanda quimica de oxigeno (DQO) mayor de 60,000
ppm y bioquimica de oxigeno (DBO) superior a 30,000 (Smithers, 2008). Por
consiguiente, la formulacion de bebidas funcionales de lactosuero es una
alternativa atractiva de uso. Ademas, se ha encontrado que los péptidos de las
proteinas del lactosuero confieren beneficios a la salud, especificamente en el

sistema cardiovascular, inmunoldgico, enddcrino y digestivo (Adjonu et al., 2013).
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No obstante, el lactosuero posee un sabor poco aceptable (Bulatovi¢ et al., 2012)
y las caracteristicas sensoriales deben mejorarse para incluirlo en formulaciones
para consumo humano. Se ha observado que los consumidores le dan mas
importancia al sabor que a los beneficios a la salud (Verbeke, 2006). Este
subproducto lacteo se ha mezclado con frutas (Souza et al., 2019), hortalizas,
cereales, saborizantes y estabilizantes (Baruzzi et al., 2017). Entre los
ingredientes con los que se ha combinado esta la avena (Sharma et al., 2017)
gue también posee beneficios a la salud como disminucion del colesterol, control
y prevencion de diabetes y disminucion en el riesgo de enfermedades del
corazon, entre otros (Gokavi et al., 2005). Este dltimo es causado por un péptido
bioactivo presente en la avena (Nakurte et al.,, 2013; Lammi et al., 2019). La
generacion de péptidos bioactivos se ha realizado a través de la adicion de
enzimas digestivas (Adjonu et al.,, 2013), fermentacion (Alvarado Carrasco y
Guerra, 2010) y tecnologias emergentes como el ultrasonido (Uluko et al., 2013).
El tratamiento con ultrasonido confiere mejor calidad nutricional (Guimaréaes et al.
2019) y sensorial que el proceso de pasteurizacion (Barukci¢ et al., 2015;
Mohammadi et al., 2014). Se ha identificado que el ultrasonido fracciona las
proteinas por la ruptura de las interacciones hidrofébicas intermoleculares
(Jambrak et al., 2014) mediante el fendmeno de cavitacion acustica que implica
la formacidn, crecimiento y colapso de burbujas de aire en el medio, resultando
cambios de presion y produciendo cambios fisicos, quimicos y mecanicos en
sistemas liquidos (Chandrapala et al., 2012). Las investigaciones sobre el
desarrollo de alimentos funcionales tienen tendencia al alza, los estudios relativos

a la comprobacion de los beneficios a la salud con técnicas in vitro y/o estudios
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clinicos no han ido a la par (Birch y Bonwick, 2019). Debido a todo lo antes
mencionado, el objetivo general fue desarrollar una bebida funcional
sensorialmente aceptable, de lactosuero-avena, utilizando ultrasonido de alta
intensidad como tecnologia asistente. Las principales caracteristicas
determinadas fueron la evaluaciéon in vitro de la actividad antioxidante y la

actividad antihipertensiva, ademas de la evaluacion sensorial.



REVISION DE LITERATURA

Lactosuero

La elaboracion de queso genera un subproducto denominado suero o
lactosuero (Smithers, 2015) que es un liquido amarillo-verdoso (Carvalho et al.,
2013) y resulta de la separacion de la leche cuajada por la precipitacion de las
caseinas durante la elaboracién de queso (NOM-183-SCFI-2012). La leche esta
compuesta por dos grupos de proteinas: caseinas (80%) y proteinas séricas o
del suero (20%) (Smithers, 2015); las caseinas se encuentran en la leche en
forma de micelas y estan formadas por fracciones proteicas (aS-1, aS-2, By K) y
sales minerales (calcio y fésforo). La estabilidad de las caseinas se debe a que
fijan agua, lo que resulta en la hidratacion de la micela (siendo la k-caseina que
gueda por la parte externa de la micela, responsable de la interaccion con el
agua) a traveés de interacciones tipo puente de hidrégeno; aunque también se ha
reportado que es debido a la cantidad de cargas negativas que provoca que se
repelan entre ellas (Dalgleish y Corredig, 2012).

Para elaborar queso, la precipitacion de las caseinas se realiza
principalmente por acidificacion o por hidrdlisis enzimatica. La mas empleada es
la hidrdlisis enzimatica, donde se adiciona renina (compuesta principalmente por
quimosina) conocida también como “cuajo” que corta el enlace 105-106
(fenilalanina-metionina) de la «k-caseina liberando la fraccién (106-169)
denominada caseinopéptido o glicomacropéptido que se solubiliza en la fase
acuosa (Hernandez-Ledesma et al., 2011). Una vez que se ha hidrolizado la
mayoria de la k-caseina, aproximadamente del 60 al 90%, segun el tipo de queso,
se presenta la sinéresis del coagulo de leche por la eliminacién del suero, dando
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como resultado final suero y cuajada; a esta Ultima posteriormente se le
denominara queso (Dalgleish y Corredig, 2012).

La cantidad de lactosuero generado dependera de la cantidad de queso
producido. El rendimiento en la elaboracion de queso es del 10% al 40%,
dependiendo del tipo de queso. Pero por lo general es del 10%, de tal forma que
al procesar 10 litros de leche se obtiene 1 kg de queso y 9 kg de suero (Hadiyanto
et al., 2014). A nivel mundial, se estima que la produccion de suero lacteo es de
alrededor de 130 millones de toneladas por afio (Wakai y Almenar, 2015) y se
espera que tenga un crecimiento anual de mas del 2% (OECD-FAO, 2015). De
manera similar, en México la produccion de queso ha mostrado una tendencia al
alza en los ultimos afios. Ademas, a nivel mundial el queso es el tercer producto
lacteo mas producido, antecedido por la leche descremada y la leche evaporada-
condensada (FAOSTAT, 2015).

De acuerdo con la FAO, la manufactura de queso representa uno de los
principales productos agroindustriales (FAOSTAT, 2015). Sin embargo, este
proceso industrial conlleva a la generacion de desechos contaminantes. En
primera instancia, la accion enzimatica de la quimosina sobre la fraccion k-
caseina de la leche produce la separacion de las proteinas caseicas de las
séricas, generando asi lactosuero (un potencial contaminante). Esta etapa es la
mas comun en la industria manufacturera de queso. Asimismo, existen industrias
gue transforman el lactosuero en quesos como el ricota, lo que permite retener
proteina sérica y grasa. Sin embargo, este proceso genera el denominado

“segundo suero” (otro potencial contaminante). Por otro lado, el agua que se



emplea en las labores de limpieza de las plantas productoras de queso, también
constituye un desecho relevante (Carvalho et al., 2013).

Inicialmente al lactosuero se le daba un uso medicinal ya que se usaba
para atender problemas gastrointestinales o dermatolégicos. Sin embargo, el
aumento en la produccion de queso lo ha convertido en un problema ambiental
(Smithers, 2008) debido a la alta carga de materia organica, solidos suspendidos,
grasa, acidez y la concentracion de sales minerales (Prazeres et al., 2014),
ademas, del gran volumen que se produce (Carvalho et al., 2013).

La composicion, principalmente por lactosa, genera altos niveles de
demanda bioquimica de oxigeno (DBO, 27,000 - 60,000 mg/L) y demanda
guimica de oxigeno (DQO, 50,000 — 120,000 mg/L) (Prazeres et al., 2012,
Mukhopadhyay y Guha, 2015). Es importante mencionar que de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-001-ECOL-1996) los limites maximos permisibles
de las DBO son de 30 mg/L, por lo que en algunos paises es ilegal descargar
este subproducto al medio ambiente sin un tratamiento previo (Smithers, 2015).

Histéricamente, los efluentes de lactosuero han sido manejados de
diversas formas. Una de las practicas mas comunes consiste en la descarga
directa al suelo o a los cuerpos de agua, tales como rios y lagos, o bien, al
alcantarillado municipal sin tratamiento previo. Se ha reportado que del
lactosuero producido internacionalmente, el 50% no es tratado y es descartado
como desecho a efluentes (Wakai y Almenar, 2015). El lactosuero también ha
sido empleado en la alimentacién de animales (Smithers, 2015). Por otro lado, la
falta de acondicionamiento del lactosuero previo al arribo a las plantas tratadoras

de agua, implica la posibilidad de que se presente el problema de eutrofizacion
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(enriquecimiento de aguas con nutrientes, en este caso debido al nitrogeno y
fésforo), lo que disminuye la eficiencia del proceso (Prazeres et al., 2012).

La composicion quimica del lactosuero varia en funcion de los
componentes de la leche y del tipo de queso del que procede (PROY-NMX-F-
721-COFOCALEC-2012). De acuerdo con el proceso de precipitacion de las
caseinas durante el proceso de elaboracién de queso, el lactosuero puede
clasificarse en dulce y &cido (Carvalho et al., 2013). El suero acido resulta cuando
el queso es elaborado con acidos orgénicos, minerales o bacterias acido lacticas
y tiene un pH de 4.6. Por otra parte, el suero dulce se obtiene cuando las caseinas
precipitan por la accion de enzimas de origen vegetal, animal o microbiano y tiene
un pH de 5.6 (FAO, 2015).

En el Cuadro 1 se muestra la composicion quimica de los dos tipos de
lactosuero de leche bovina. El principal componente de ambos sueros es la
lactosa, representando un 75% de los solidos totales. La principal diferencia entre
ambos sueros es que el denominado dulce posee mayor cantidad de lactosa y
proteina. Mientras que el lactosuero acido presenta mayor contenido de
minerales (Panesar et al., 2007). En cuanto a las proteinas que integran el
lactosuero éstas corresponden a la fraccion soluble en agua de la proteina de la
leche (Jain et al., 2013). Estas proteinas incluyen el glicomacropéptido que es la
fraccion (106-169) soluble de la k-caseina; y las proteinas séricas [3-
lactoglobulina (50%), a-lactoalbumina (12%), inmunoglobulinas IgA, 1gG e IgM

(10%) y seroalbumina (5%) (Hernandez-Ledesma et al., 2011).



Cuadro 1. Composicion quimica del lactosuero bovino

Tipo de lactosuero

Componente
Dulce Acido
Sélidos totales (g/L) 63.0 - 70.0 63.0 - 70.0
Proteina total (g/L) 6.0 - 10.0 6.0-8.0
Calcio (g/L) 0.4-0.6 12-16
Fosfatos (g/L) 1.0-3.0 20-45
Lactosa (g/L) 46.0 - 52.0 44.0 - 46.0
pH >5.6 45-51

(Panesar et al., 2007; Smithers, 2015)



En menor proporcion se encuentran lactoferrina, lactoperoxidasa,
lisosima, relaxina, citoquinas, factores de crecimiento y aminoacidos libres
(Gonzélez Siso, 1996; Smithers, 2015).

En los ultimos afos, el lactosuero se ha procesado para producir
concentrados de proteina (WPC, concentrado de proteina de suero, por sus
siglas en inglés) y aislados (WPI, aislado de proteina de suero, por sus siglas en
inglés) proteicos. Ambos son en algunos casos, usados para conferir o mejorar
propiedades funcionales tales como viscosidad, espumado, solubilidad, asi como
propiedades nutricionales de productos alimenticios (Smithers, 2015). Pero
recientemente, el lactosuero se ha utilizado como medio de cultivo para la
produccion de combustibles (Hadiyanto et al., 2014; Moreno et al., 2015; Rajoria
et al., 2015; Saxena et al., 2015), acido lactico (Alvarez et al., 2010; Koutinas et
al., 2014), probioticos (Garcia et al., 2020), bacteriocinas (Kumari Garsa et al.,
2014) y en la formulacion de bebidas (Schoina et al., 2020). En estudios in vivo
han reportado que tanto las proteinas del lactosuero, como los péptidos
derivados, tienen beneficios a la salud (Hernandez-Ledesma et al., 2014; Bhat et
al., 2015; Brandelli et al., 2015).

Las bebidas de lactosuero tienen un alto potencial en el mercado por el
valor nutricional debido a la composicion de aminoacidos esenciales y proteinas,
también se usa para bebidas refrescantes por el contenido de minerales como
calcio y fosfatos (Gad et al. 2013); y por el bajo costo que posee por ser un
subproducto de desecho (Khaire y Gogate, 2018). No obstante, por su
naturaleza, el lactosuero tiene un sabor salado y para mejorar el sabor, se pueden

retirar las sales. Sin embargo, esto podria tener implicaciones negativas en las
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propiedades funcionales (Bobkova et al., 2016). En base a lo anterior, la
investigacion orientada al desarrollo de bebidas funcionales de lactosuero esta
proponiendo combinarlo con ingredientes como frutas, hortalizas y/o cereales,
ademas de saborizantes y estabilizantes para la conseguir la aceptacion
sensorial por parte de los consumidores (Albano y Nicoletti, 2017).

Avena

La avena es una planta herbacea anual de la familia de las gramineas
(SIAP, 2015). A nivel mundial, la mayor parte de la cosecha se emplea en
alimento para ganado por la dificultad que representa descascarillar el grano
(Fuller, 2004; SIAP, 2015). El grano de avena tiene una estructura parecida al
trigo y esta compuesto por pericarpio (25% del peso del grano), cubiertas de la
semilla (salvado), capa hialina, germen y endospermo (63% del peso grano)
(Hoseney, 1991). El segundo mayor componente de la avena, antecedido por el
almidon, es la fibra (32% de su peso) de la cual un 55% es fibra soluble y un 45%
es fibra insoluble en agua (Mufioz et al., 2011). La fibra soluble esta integrada por
mucilago, pectina, hemicelulosa, arabinoxilanos y B-glucanos.

La avena es una de las principales fuentes de B-glucano; en 1977 la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por
las siglas en inglés), establecio que los alimentos que contengan 0.75 g de este
componente son considerados funcionales (Verschuren, 2002). Entre los
beneficios del B-glucano para la salud del humano se encuentran la disminucién
del colesterol sérico y la del indice glucémico postprandial (Arendt y Zannini,
2013). Ademas, entre las principales funciones de la fibra soluble de la avena se

encuentran que favorece el crecimiento de bacterias probioticas, incrementa la
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viscosidad del bolo alimenticio, permite un vaciado gastrico mas lento y mejor
absorcion de nutrientes (Hughes et al, 2008). Ademas, contribuye a disminuir el
colesterol uniéndose a los &cidos biliares producidos en el higado y acelerando
su excrecion del cuerpo. La avena también contribuye a controlar la diabetes
disminuyendo la absorcién del aztcar proveniente del intestino en la sangre, a
aumentar la sensibilidad de las células a la insulina, transportar azucar a la
sangre y disminuir el riesgo de padecer enfermedades del corazén (Gokavi et al.,
2005). Esto ultimo, debido a un efecto antioxidante del acido ferulico mediante la
captacion de radicales libres (Alrahmany et al., 2013) y a un péptido denominado
lunasina (Nakurte et al.,, 2013). Asimismo, la avena tiene actividad
antimicrobiana, inhibiendo el crecimiento de E. coli (Alrahmany et al., 2013) y
actividad antihipertensiva mediante la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (ICso de 30 a 50 uM/mL) por la accion péptidos provenientes de las
proteinas globulinas y prolaminas (Cheung et al., 2009).

Diversos autores han formulado bebidas a base de avena. Salmerén et al.
(2014) emplearon avena malteada para formular una bebida probiotica de avena,
probaron que es un sustrato idoneo para estas bacterias y el desarrollo de
compuestos como acetaldehido y diacetilo, responsables del sabor en yogurt. Sin
embargo, estos autores recomiendan realizar un analisis sensorial que pueda
avalar el desarrollo completo de esta bebida. De igual manera, Lee et al. (2016)
trabajaron con la deteccién de compuestos volatiles a partir de la fermentacion
de avena y reportaron el perfil de éstos a lo largo de la fermentacién con el fin de
determinar el tiempo de fermentacion en base a los compuestos desarrollados,

gue impactan en la calidad sensorial del producto. Por su parte, Saha et al. (2017)
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observaron que la fermentacion de avena para la formulaciéon de una bebida,
confiri6 mejor aceptacién sensorial en comparacion con el control (sin
fermentacién). También se han formulado bebidas de avena con otros
ingredientes como platano (Goncerzewicz et al., 2016), durazno e inulina (Guler-
Akin et al., 2016), concentrado de proteina de suero (Sharma at al., 2017), entre
otros.

Por otra parte, se ha reportado que el consumo de una bebida con proteina
de lactosuero y B-glucano de avena reduce la glucosa a corto plazo, aunque no
afecta la respuesta glucémica general (Amiruddin et al., 2020).

Ultrasonido

El ultrasonido es la energia generada mediante vibracion por ondas
acusticas con una frecuencia de 20 kHz o mas, encima del espectro audible del
humano (Arvanitoyannis et al., 2015). Dicha energia se propaga de forma
oscilante a través de una serie de compresiones y rarefacciones de las moléculas
del medio por donde se propaga (Pardo Rueda, 2012). Se divide en dos
categorias: de baja intensidad y de alta intensidad. El primero, llamado también
de diagndstico o de baja potencia, maneja frecuencias altas de 100 kHz a 1 MHz
(Pardo Rueda, 2012) y potencias menores a 5 W (Mittelstein et al., 2020).
Mientras que el de alta intensidad o de alta potencia, usa frecuencias de 20 a 500
kHz y potencias mayores a 1 W (Awad et al., 2012). El fundamento del ultrasonido
de alta intensidad se basa en el fendbmeno de cavitacién causado por la alta
potencia y baja frecuencia, que ocasionan que el ciclo de rarefaccion exceda las
fuerzas de atraccion de las moléculas del liquido o medio de propagacion,

separandolas lo suficiente para crear cavidades o burbujas de vacio. Estas
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burbujas van creciendo a medida que pasa el tiempo y durante la fase de
expansion, algunas particulas de vapor del medio entran en las burbujas, pero
no todas estas particulas salen durante la etapa de compresién; lo cual ocasiona
un aumento en el tamafio de la burbuja. Las burbujas crecen en un periodo de
varios ciclos de compresiones y rarefacciones hasta alcanzar un tamafio maximo
relacionado con la frecuencia aplicada (Mason et al., 2003). Posteriormente, en
el siguiente ciclo de compresion las burbujas de cavitacién colapsan, a este
fenomeno se le denomina implosion. Durante la implosion se generan
temperaturas de 5000 °C y presiones de 2000 atm o miles de bares
aproximadamente, ademas causa cambios en las moléculas cercanas al punto
de colapso (Ashokkumar et al, 2009).

En la industria alimentaria, el ultrasonido de baja intensidad se ha usado
principalmente para el control y aseguramiento de calidad en productos como
frutas, hortalizas, aceites, cereales, lacteos y derivados. El desarrollo de la
aplicacion de ultrasonido se basa en minimizar el procesamiento, maximizar la
calidad y asegurar la calidad e inocuidad (Awad et al., 2012). Por otro lado, el
ultrasonido de alta intensidad y baja frecuencia (20 a 50 kHz) se ha aplicado en
procesos como extraccibn de compuestos (Chemat et al, 2017),
homogeneizacion, solubilizacion, hidrdlisis, etc. (Awad et al., 2012; Corbo et al.,
2014). Mientras que en lacteos se ha usado para inactivar enzimas y bacterias
(Villamiel y de Jong, 2000). Ademas, para homogenizar, debido a que el
ultrasonido reduce el tamafio de las micelas y el volumen hidrodindmico de las
proteinas, por las altas fuerzas de corte ocasionadas por la cavitacién (O'Sullivan

et al., 2014). El ultrasonido, a frecuencias mayores de 2 MHz, se ha usado para
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medir los cambios en la composicién quimicas durante procesos de fermentacién
(Ojha et al., 2017) y para mejorar procesos de hidrdlisis (Uluko et al., 2015).
Adicionalmente propicia la transferencia de masay la permeabilidad celular; y por
consiguiente eficienta el proceso y las tasas de produccion durante la
fermentacion (Ojha et al., 2017). EIl ultrasonido también se ha usado para el
mejoramiento de propiedades reoldgicas de espumas de proteinas (Tan et al.,
2015), emulsificacién (Chandrapala et al., 2012) y calidad de alimentos (Pefia-
Gonzélez et al., 2017). En los procesos de fermentacién del yogurt, el ultrasonido
aumenta la capacidad de retencion de agua, aumenta la viscosidad, disminuye
la sinéresis, reduce el tiempo de fermentacion, aumenta la viabilidad de
microorganismos de interés y acelera la hidrolisis de lactosa. La mejora de las
propiedades estructurales se puede atribuir a que el ultrasonido modifica la
capacidad de interaccion entre los globulos de grasa; y entre éstos con las
micelas de caseina. Se ha demostrado que la cavitacion provocada por el
ultrasonido inactiva microorganismos, aunado a que consume menos tiempo y
energia durante el proceso y los alimentos sonicados presentan menores
variaciones nutricionales (Mohammadi et al., 2014). Finalmente, la aplicacion del
ultrasonido en la industria alimenticia representa un alternativa eficiente y
confiable para mejorar la calidad de los alimentos ademas de tener el potencial

de desarrollar productos con funcionalidades Unicas (Soria y Villamiel, 2010).
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RESUMEN
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POR:
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El lactosuero es un subproducto derivado de la elaboracion de queso. La
calidad de la composicion quimica de las proteinas del lactosuero las convierte
en un sustrato ideal para la generacion de péptidos con actividad biolégica. La
presente revision tiene por objetivo analizar y discutir los efectos fisiologicos de
los péptidos bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero (PBDL) en la
salud. Asimismo, este trabajo muestra detalladamente las estructuras quimicas
de las secuencias de los PBDL capaces de ejercer efectos favorables in vitro e
in vivo e influir positivamente en los sistemas cardiovascular, enddcrino e
inmunoldgico. Sin embargo, las metodologias para generar PBDL de manera
controlada, la dosificacion y las concentraciones Optimas han sido poco
exploradas. Por lo que es importante llevar a cabo investigacion de frontera que
permita avanzar el umbral del conocimiento vislumbrando la posibilidad de utilizar

los PBDL como coadyuvantes en la prevencion y tratamiento de enfermedades.
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ABSTRACT
PHYSIOLOGICAL HEALTH EFFECTS OF WHEY PROTEIN-DERIVED
BIOACTIVE PEPTIDES:
A REVIEW
BY:
ANA LUISA HERRERA PONCE
Whey is a by-product of cheese production. The relevant chemical
composition of whey proteins makes them an ideal substrate to release peptides
with biological activity. The objective of this manuscript was to analyze and
discuss the effects of whey-derived proteins bioactive peptides in health.
Moreover, this review shows in detail sequences able to benefit human systems.
Several in vitro and in vivo studies showed the capacity of these bioactive
peptides to positively influence cardiovascular, endocrine and immune systems.
However, the methodologies to obtain them in a controlled way, as well as dose
and optimum concentrations have been scarcely explored. Therefore, it is
necessary to conduct new research to improve knowledge that focuses on the
possibility of using whey-derived bioactive peptides in the prevention and

treatment of diseases.
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INTRODUCCION

El lactosuero es un subproducto generado durante la elaboracion de
gueso. Este contiene los componentes quimicos hidrofilicos de la leche
(Smithers, 2015). En general, 1 kg de queso se produce a partir de 10 litros de
leche, lo que genera 9 litros de lactosuero. Por otro lado, el consumo de queso
va en aumento, por lo que se estima un incremento de 130 millones de toneladas
de lactosuero por afio (Prazeres et al., 2012; OECD, 2013). El lactosuero se
caracteriza por la calidad de los componentes quimicos que lo conforman. Este
subproducto esta constituido por agua (93%, v/v), lactosa (4.5-5%, p/v), proteina
(0.6-0.8%, p/v), lipidos (0.4-0.5%, p/v) y minerales (8—10% extracto seco) (Jeli€i¢
et al., 2008), tales como calcio, magnesio, sodio, potasio, fosfato, citrato y cloruro
(Nishanthi et al., 2017).

Las proteinas del lactosuero juegan un papel importante en la nutricién,
funcionalidad y actividad biologica (Smithers, 2015; Nishanthi et al., 2017). El
perfil proteico se muestra en el Cuadro 2. Estudios previos han reportado que las
proteinas séricas presentan el mayor valor biolégico (Wijayanti et al., 2014).
Estas poseen péptidos encriptados que podrian ser liberados a través de
procesos fermentativos (Alvarado Carrasco y Guerra, 2010) o utilizando enzimas
propias de la digestibn natural o comerciales (Wijayanti et al., 2014). La
especificidad de la relacion enzimas-proteinas del lactosuero condiciona factores
tales como composicion, hidrofobicidad del C-terminal, masa molecular y orden
de los aminoéacidos en las secuencias peptidicas (Théolier et al., 2013), lo que

impacta en la actividad biolégica (Esmaeilpour et al., 2017).
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Cuadro 2. Perfil proteico del lactosuero

Peso
Concentracion Cantidad de
Proteina molecular
(mg/L) aminoacidos?
(kDa)
B-lactoglobulina 1300? 18,2773 162
a-lactoalbiimina 12008 14,175 123
Seroalbimina 400* 66,2671 582
25,000-
Inmunoglobulinas 300-600* N. R.
50,0002

Lactoferrina 50-70* 80,0002 700
Lactoperoxidasa 8-20! 70,0002 612
Glicomacropéptido 12003 67002 64
Factor de crecimiento

<0.0011 N. R. N. R.
insulinico tipo 1 (IGF 1)
Factor de crecimiento

<0.0011 N. R. N. R.
insulinico tipo 2 (IGF II)
Factor de crecimiento

<0.01*! N. R. N. R.
transformante beta (TGF-B)
Betacelulina <0.0021 N. R. N. R.

N. R.= No reportado. (1=Smithers, 2008, 2=Eigel et al., 1984, 3=Brew et al., 1970)

27



La interaccibn de estos factores puede generar péptidos
inmunomoduladores, antihipertensivos, hipolipidémicos, antimicrobianos,
antidiabéticos, anticarcinogénicos y antioxidantes, entre otros (Adjonu et al.,
2013; Brandelli et al., 2015) capaces de beneficiar la funcionalidad de los
sistemas cardiovascular, enddcrino e inmunolégico (Adjonu et al., 2013). El
presente trabajo tiene por objetivo analizar y discutir los efectos fisiolégicos de
los péptidos bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero en la salud, asi
como explorar las caracteristicas de las estructuras quimicas de las secuencias
peptidicas asociadas a las actividades biologicas. Las bases de datos de
Elsevier, Springer, Wiley, Pubmed-NCBI, Scielo y Nature fueron consultadas para
la elaboracion de esta revision. Los términos de busqueda incluyeron: “whey
peptides, angiotensin I-converting enzyme, antioxidant peptides, bioactive
peptides sequences, cheese whey, antihypertensive activity, dipeptidyl
peptidase-1V inhibitor, type 2 diabetes, immune function y whey protein
hydrolysate”. Se seleccionaron los articulos publicados en inglés y espaiiol
durante los afios 1997 y 2018.

Sistema Cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a
nivel mundial (World Health Organization, 2017). Un tercio de la poblacion
mundial padece hipertension arterial (Onuh et al., 2015). En la actualidad, para
controlar esta enfermedad se prescriben farmacos tales como captopril, enalapril,
lisinopril y alacepril. Sin embargo, se ha demostrado que la medicacién a largo
plazo puede tener efectos secundarios adversos (Adjonu et al., 2013). Por lo que

es importante explorar alternativas innovadoras que permitan mitigar este
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padecimiento (Daliri et al., 2017). En los ultimos afios se ha estudiado el efecto
de los péptidos en la salud. Los péptidos bioactivos derivados de las proteinas
del lactosuero (PBDL) han demostrado influir positivamente sobre el sistema
cardiovascular (Ibrahim et al.,, 2017). Estos han mostrado actividades
hipocolesterolémica, antitrombdética, antioxidante y antihipertensiva (Contreras et
al., 2011), por lo que su empleo podria coadyuvar en la prevencion y el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Ademas, se ha reportado que los
péptidos bioactivos de origen natural tienen alta afinidad por tejidos celulares por
lo que son lentamente eliminados, lo que les confiere mayor efecto
antihipertensivo que las sustancias sintéticas (Koyama et al., 2014). Uno de los
principales mecanismos que regulan la presion arterial es el sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona. En donde la enzima convertidora de la angiotensina
(ECA) hidroliza la angiotensina | en angiotensina Il, la cual es un potente
vasoconstrictor que incrementa la presion arterial (Moslehishad et al., 2013). En
consecuencia, esta reaccion produce la inactivacion de la bradiquinina, que es
un péptido vasodilatador (Brandelli et al., 2015). Estudios previos han reportado
la capacidad de los PBDL para inhibir competitivamente la actividad de la ECA,
impidiendo asi la liberacion de angiotensina Il y con ello vasodilatar el sistema
(Jamdar et al., 2010). Cabe sefalar que estos péptidos también pueden disminuir
la alta presion arterial a través de otros mecanismos tales como la inhibicién de
la enzima convertidora de la endotelina, regulacién inducida por efecto opioide,
inhibicion de la renina, inmunomodulacién y antioxidacién (Nongonierma et al.,
2015). La efectividad antihipertensiva de las secuencias de los PBDL esta

asociada a las caracteristicas estructurales. En general, estos se constituyen por
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2-20 aminoacidos (Brandelli et al., 2015), peso molecular (PM) menor a 3 kDa
(Rodriguez-Figueroa et al., 2012) e incluyen residuos hidrofébicos y con carga
positiva en el C-terminal (O’Loughlin et al., 2014). El efecto in vivo e in vitro de
estas secuencias sobre el sistema cardiovascular se muestra en los Cuadros 3y
4. Estas muestran el origen de la fraccion proteica del lactosuero, la enzima
hidrolitica, asi como la secuencia peptidica liberada asociada al mecanismo de
accion y a la magnitud en la que ejerce la bioactividad. Hasta el momento, las
secuencias peptidicas constituidas principalmente por aminoacidos hidrofébicos
IPA e YGLF han generado la maxima reduccion de la presion arterial sistolica, 31
(Abubakar et al., 1998) y 23 (Nurminen et al., 2000) mm Hg, respectivamente.
Cabe sefialar que ambas secuencias se derivaron de la fraccién a—lactoalbumina.
Por otro lado, se demostré que la presion arterial sistdlica y diastdlica no fue
diferente significativamente entre los animales que ingirieron fracciones proteicas
de leche fermentada con L. lactis NRRL B-5057 y captopril durante 2 semanas
(Rodriguez-Figueroa et al., 2012).

Asimismo, estudios in vitro demostraron que el péptido GYGGVSLPEW
proveniente de la fraccién a—lactoalbumina, presento alta capacidad (ICs0=2 uM)
para inhibir la actividad de la ECA (Didelot et al., 2006). Sin embargo, es
necesario llevar a cabo ensayos in vivo que permitan establecer la magnitud de
su potencial antihipertensivo. Otra de las actividades biolégicas que impactan
positivamente al sistema cardiovascular es la hipocolesterolémica. La
suplementacién con proteina de lactosuero hidrolizada aumento el colesterol de

alta densidad en un modelo murino (Rodriguez-Figueroa et al., 2013).
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Cuadro 3. PBDL evaluados in vivo con influencia en el sistema cardiovascular

Disminucién
Fragmento  Secuenciade Masa ICso de presion
Proteina Enzima Referencia
Peptidico aminoacidos (Da) (uM) (mm Hg)
PS PD
B-lactoglobulina Hernandez-Ledesma et al.,
Termolisina 103-105 LLF 392 79.8 200 N.R.
bovina 2007
Proteinasa K 78-80 IPA 300 N. R. 31 N. R. Abubakar et al., 2008
Nurminen et al., 2000; Sipola
a-lactoalbumina Pepsinay
50-53 YGLF N.R. 126.0 23.0 17.0 et al., 2002
bovina tripsina
Bacterias
Lactosuero acido lacticas N. R. YPYY N. R. 90.9 15.9 15.6 Tsai et al., 2008
y flavorzima

PBDL = Péptidos bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero

PS = Presién arterial sistolica

PD = Presion arterial diastolica

N. R. = No reportado

ICso = Concentracion peptidica necesaria para inhibir la actividad de la enzima convertidora de la angiotensina un 50%
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Cuadro 4. PBDL evaluados in vitro con influencia en el sistema cardiovascular

Fragmento Masa ICso
Proteina Enzima Secuencia de aminoacidos Fundamento Referencia
peptidico (Da) (uM)
B- Tripsina 142-148 ALPMHIR 837 42.6 54
lactoglobulina
bovina
11-14 DIQK 502 IECA 580 55
40-42 RVY 436 205.6
76-80 TKIPA 528 141
B-
Pepsinay 77-80 KIPA 427 141
lactoglobulina
Corolasa PP® 78-83 IPAVFK 674 1029
bovina
96-100 DTDYK 640 946
122-124 LVR 386 14
146-148 HIR 424 42.6
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Fragmento Masa ICso
Proteina Enzima Secuencia de aminoacidos Fundamento Referencia
peptidico (Da) (uM)
B- Proteasas 148-153 RLSFNP N. R. IECA 177.4 56
lactoglobulina (Lactobacillus
bovina helveticus LB10)
15-20 VAGTWY 700 IECA 1682.0 46
B- 139-141 ALK 331 >1000
lactoglobulina Tripsina 9-14 GLDIQK 673 580.0
bovina 125-135 TPEVDDEALEK 1240 >1000
78-83 IPAVFK 674 144.8
10-19 LDIQKVAGTW N. R. IECA 21.0 57
Termoasa,
B- 12-19 IQKVAGTW N. R. 51
Accelerzyme®
lactoglobulina 95-99 LDTDY N. R. 121
CPG, Peptidasa
bovina 140-147 LKALPMH N. R. 11
Ry ProteAX
149-155 LSFNPTQ N. R. 106
Corolasa PP® 24-26 MAA 292. IECA 515.5 58
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Fragmento Masa ICso
Proteina Enzima Secuencia de aminoacidos Fundamento Referencia
peptidico (Da) (uM)
B- 15-18 VAGT 347 610
lactoglobulina
bovina
46-53 LKPTPEGN 854 IECA >2700 59
B_
122-125 LVRT 488 2470
lactoglobulina Termolisina
103-105 LLF 392 79.8
caprina
58-31 LQKW 573 34.7
B- Pepsina 113-122 PEQSLACQCL N. R. IECA 4.45 15
lactoglobulina
caprina
1-8 IVTQTMK 933 IECA 70.8 60
B-
71-77 HAEKTK 803 67.6
lactoglobulina Tripsina
84-91 IDALNENK 916 71.2
ovina
92-100 VLVLDTDYK 1064 56.4
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Fragmento Masa ICso
Proteina Enzima Secuencia de aminoacidos Fundamento Referencia
peptidico (Da) (uM)
(61-69)S- WENGECAEK (S-S) 2618 56.5
S(149- LAFNPTQLNGECHV
162)
(61-70)S- WENGECAEKK (S-S) 2748 56.5
S(149- LAFNPTQLNGECHV
162)
21-40 SLAMAASDISLLDAQSAPLR 2030 50.7
41-60 VYVEELKPTPEGNLEILLQK 2311 50.7
102-124 YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVR 2648 43.6
71-75 IAEK?! 574 67.6
Termoasa 17-26 GYGGVSLPEW IECA 2 57
" PC10F, 104-110 WLAHKAL 29
lactoalbimina
Peptidasa R,

bovina

ProteAX 'y
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Fragmento Masa ICso
Proteina Enzima Secuencia de aminoacidos Fundamento Referencia
peptidico (Da) (uM)
Accelerzyma®
CGP
Proteasas 104-108 WLAHK N. R N. R 61
a- (Candida 17-26 GYGGVSLPEW N. R. 2.0
lactoalblmina parapsilosis y
caprina Lactobacillus
paracasei)
Lactoferrina Pepsinay 130-135 GILRPY 717.4 IECE 52.0 62
bovina tripsina 186-192 REPYFGY 930.4 40.0

PBDL = Péptidos bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero. N. R. = No reportado

ICs0 = Concentracion peptidica necesaria para inhibir la actividad de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) un 50%
Posee la capacidad de supresion de la absorcién de colesterol
IECA= Inhibicién de la enzima convertidora de la angiotensina

IECE Inhibicién de la enzima convertidora de endotelina



De igual forma, los péptidos HIRL (f146-149) o B-lactotensina e IIAEK (f71-
75) o lactostatina, ambos derivados de la B-lactoglobulina, disminuyeron los
niveles de colesterol sérico y aumentaron la cantidad de colesterol de alta
densidad en ratas (Nagaoka et al., 2001). También se ha reportado que este
ultimo péptido induce la transcripcién de la enzima colesterol 7-a-hidroxilasa
(CYP7AL), lo que genera un efecto hipocolesterolémico por la estimulacion de la
secrecion de &cido biliar (Morikawa et al., 2007).

Sistema Enddcrino

La diabetes tipo 2 es una enfermedad constituida por un desorden crénico
metabdlico. Esta se caracteriza por la resistencia y la disminucién de los niveles
de insulina (Brandelli et al., 2015), la cual es la mas prevalente y esta considerada
como un problema de salud publica a nivel mundial. En el afio 2000 se estimo
gue habia 171 millones de diabéticos en el mundo. Sin embargo, esta cifra podria
alcanzar los 366 millones para el afio 2030 (Wild et al., 2004). En los ultimos afios
se ha encontrado que la ingesta de proteinas de lactosuero ejerce un efecto
fisioloégico benéfico en el control del metabolismo de la glucosa (Tulipano et al.,
2012). Estudios han reportado propiedades insulinotrépicas y reductoras de
glucosa, de las proteinas del lactosuero en sujetos sanos y con diabetes tipo 2
(Jakubowicz y Froy, 2013). Las proteinas del lactosuero al parecer actian via
aminoéacidos y PBDL una vez liberados tras la digestion gastrointestinal. Estos
ultimos estimulan la liberacion de diversas hormonas gastrointestinales tales
como colecistoquinina, péptido YY, péptidos inhibidores de las incretinas
gastricas y el péptido similar al glucagén tipo 1, lo que potencializa la secrecién

de insulina a partir de las células B (Jakubowicz et al., 2013). Otra importante
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estrategia terapéutica en el tratamiento de la diabetes tipo 2 es la inhibicion de la
dipeptidil peptidasa-1vV (DPP-IV). Investigaciones previas han demostrado que
estos péptidos bioactivos podrian ser utilizados por presentar capacidad
inhibitoria enddgena de la actividad de la enzima DPP-IV en el tracto
gastrointestinal, previniendo la degradacién de las incretinas insulinotrépicas
GLP-1 y GIP (Jakubowicz et al., 2013; Lacroix y Li-Chan, 2014). Diversas
investigaciones in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de los péptidos
bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero para reducir los niveles de
glucosa. Hasta el momento no se conoce con exactitud el mecanismo de accién
gue se ejerce sobre la actividad enzimatica de la DPP-IV. Sin embargo, las
caracteristicas estructurales juegan un papel clave en la inhibicion de esta
enzima (Brandelli et al., 2015). Estos péptidos bioactivos presentan un PM < 2
kDa (Jakubowicz et al., 2013), poseen grupos hidrofébicos e incluyen prolina,
alanina, leucinay valina en la segunda posicién del grupo amino terminal (Lacroix
y Li-Chan, 2014). Los PBDL que inhiben la actividad de la DPP-IV se muestran
en el Cuadro 5. La maxima capacidad inhibitoria reportada es de 86% y 73%, la
cual esta asociada a las secuencias NLEIILR (Song et al., 2017) y LKPTPEGDL
(Lacroix y Li-Chan, 2014), respectivamente. Ambas secuencias peptidicas fueron
producto de la hidrélisis de la fraccion f—lactoglobulina con papaina y pepsina,
respectivamente.
Sistema Inmunoldégico

Los PBDL han demostrado efectos inmunomoduladores tanto a nivel de la

respuesta inmune adaptativa como innata (Badr et al., 2012).
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Cuadro 5. PBDL evaluados in vitro con influencia en el sistema endécrino

Fragmento Secuencia de Masa Inhibicién ICso
Proteina Enzima Referencia
peptidico aminoacidos (Da) (%) (uM)
78-82 IPAVF 540.0 50 44,7 Silveira et
B-lactoglobulina 125-135 TPEVDDEALEK 1240.0 50 319.5 al., 2013
Tripsina
bovina 78-83 IPAVFK 670.0 50 143
92-100 VLVLDTDYK 1060.0 50 424 .4
78-86 IPAVFKIDA 973.2 38 191 Lacroix et
46-57 LKPTPEGDLEIL 13245 67 57 al., 2014
46-54 LKPTPEGDL 969.1 73 45
1-9 LIVTQTMKG 990.2 10 N. R.
B-lactoglobulina
Pepsina 1-11 LIVTQTMKGLD 1218.5 9 N. R. Daliri et al.,
bovina
2017
1-13 LIVTQTMKGLDIQ 1459.8 8 N. R. Lacroix et
2-11 IVTQTMKGLD 1105.3 22 N. R. al., 2014
2-13 IVTQTMKGLDIQ 1346.6 20 N. R.
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Fragmento Secuencia de Masa  Inhibicion ICso
Proteina Enzima Referencia
peptidico aminoacidos (Da) (%) (uM)
41-53 ELKPTPEGD 985.1 3 N. R.
123-130 VRTPEVDD 930.0 20 N. R.
71-75 IIAEK 573.7 50 >1000 Poweretal.,
9-14 GLDIQK 672.7 50 >1000 2014
125-135 TPEVDDEALEK 1240.0 50 578.7
B-lactoglobulina
Tripsina 142-148 ALPMHIR 836.5 50 >1000
bovina
78-83 IPAVFK 670.0 50 149.1
139-141 ALK 331.4 50 >1000
104-110 WLAHKAL 838.02 33 286
B-lactoglobulina Papaina 71-77 NLEIILR 870.0 86.34 N.R. Songetal.,
bovina 143-155 TQMVDEEIMEKFR  1,655.9 69.87 N. R. 2017
Termoasa Peptidasa, 46-55 LKPTPEGDLE N. R. N. R. 42 Lacroix et
B-lactoglobulina
ProteAX y Accelerzyma® 46-57 LKPTPEGDLEIL N. R. N. R. 57 al., 2016
bovina
CGP 94-99 VLDTDY N. R. N. R. 471
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Fragmento Secuencia de Masa  Inhibicion ICso

Proteina Enzima Referencia
peptidico aminoacidos (Da) (%) (uM)
140-147 LKALPMH N. R. N. R. 193

104-117 WLAHKALCSEKLDQ 1642.0 44 141 Lacroix et

al., 2014
105-115 LAHKALCSEKL 12125 41 165
105-117 LAHKALCSEKLDQ 1455.7 22 N. R.
104-117 AHKALCSEKLDQ 13425 9 N. R.
106-117 KALCSEKLDQ 1134.3 14 N. R.

a-lactoalbumina Pepsina
107-117 ALCSEKLDQ 1006.1 9 N. R.
bovina

110-117 LCSEKLDQ 935.1 46 186
4-9 TKCEVF 725.9 23 N. R.
4-11 TKCEVFRE 1011.2 41 166
10-18 RELKDLKGY 1121.3 2 N. R.
10-19 RELKDLKGYG 11784 3 N. R.
10-20 RELKDLKGYGG 12354 9 N. R.
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Fragmento Secuencia de Masa  Inhibicion ICso
Proteina Enzima Referencia
peptidico aminoacidos (Da) (%) (MM)
10-23 RELKDLKGYGGVSL 1534.8 11 N. R.
N. R. TFHTSGYDTQA 1227.3 6 N. R.
40-49 AIVONNDSTE 1090.1 5 N. R.
41-49 IVONNDSTE 1019.0 13 N. R.
41-50 IVONNDSTEY 1182.2 23 N. R.
95-103 ILDKVGINY 1034.2 34 263
41-53 IVONNDSTEYGLF 1499.6 37 337
10-22 RELKDLKGYGGVS 1421.6 7 N. R.
a-lactoalbimina Termoasa PC10F, 12-25 LKGYGGVSLPE N. R. N. R. 486 Lacroix et
bovina Peptidasa R, ProteAX y al., 2016

Accelerzyma® CGP




Algunos ejemplos incluyen activacion y proliferacion de linfocitos,
regulacion de citoquinas, incremento de la sintesis de anticuerpos, aumento de
la habilidad fagocitica de los macrofagos y estimulacion de la generacién de
inmunoglobulinas (Badr et al., 2017; Chalamaiah et al., 2018). EI mecanismo de
accion aun no ha sido dilucidado del todo, sin embargo, se ha reportado que
estos efectos podrian establecerse a nivel molecular a través de enlaces
guimicos entre los péptidos y los receptores de la superficie de las células del
sistema inmunoldgico (Maestri et al., 2016). La capacidad inmunomoduladora de
los PBDL esta en funcion de la estructura quimica. Aminoacidos, secuencia,
longitud, carga, hidrofobicidad y estructura molecular del péptido definen esta
capacidad. En general, los péptidos inmunomoduladores presentan 2-10
aminoacidos y naturaleza hidrofébica (Chalamaiah et al., 2018). Diversos
estudios in vitro e in vivo han demostrado la efectividad de los PBDL en el sistema
inmunologico. Por ejemplo, Tang et al. (2009) incrementaron los niveles de IgA,
IgG e IgM en cerdos tras la suplementacién de la dieta con lactoferricina y
lactoferrampina mejorando asi la funcién inmune e intestinal (Tang et al., 2009).

Ademas, la lactoferricina ha mostrado capacidad para bloquear la
actividad de la interleucina-6 (IL-6), citoquina relacionada con los procesos
inflamatorios de la artritis reumatoide (Barros de Oliveira et al., 2011). Saint-
Sauveur et al. (2009) reportaron el aumento de la cantidad de IgA en ratones que
fueron alimentados por 7 dias con fracciones peptidicas del lactosuero
induciendo la produccion de interleucina-2 (IL-2) e interferon gama (IFNy) que
generan la activacion de monocitos y neutréfilos (Saint-Sauveur et al., 2009). Se

ha reportado que los PBDL mejoran la proliferacién de linfocitos (Alvarado
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Carrasco y Guerra, 2010), inhiben la liberacion de la citoquina pro-inflamatoria IL-
8 (Piccolomini et al., 2012) y la cantidad de especies reactivas de oxigeno en
ratones (Badr et al., 2017). Es importante sefalar que los péptidos
DIQKVAGTWYSLAMAASDIS (f11-30) y AMAASDISLLDAQSAPL (f23-39)
indujeron la proliferacién de células T (Gouw et al., 2018). Adicionalmente, la
capacidad antioxidante de los PBDL ha demostrado influir positivamente en la
funcion inmunolégica (Tarango-Hernandez et al., 2015). Estudios in vivo han
demostrado que la administracion de hidrolizados del lactosuero aumenté los
niveles de la enzima superoxido dismutasa (SOD), que inhibe radicales libres y
aniones superoxidos (Peng et al., 2014). La principal relevancia de estos péptidos
reside en la capacidad para reducir el estrés oxidativo, lo cual esta relacionado
con el envejecimiento y dafio celular (Mann et al., 2014). Existen diferentes
mecanismos mediante los cuales se ejerce la capacidad antioxidante. Estos
incluyen quelacion de iones metéalicos pro-oxidantes (Peng et al., 2010),
captacion de radicales libres, inhibicion de la peroxidacion de lipidos, inactivaciéon
de especies reactivas de oxigeno, asi como la combinacion de éstas (Mann et
al., 2014). Los péptidos con gran capacidad antioxidante se han caracterizado
por presentar una masa molecular menor a 3 kDa (Rocha et al., 2017), por lo que
el tamafio y la composicién de los aminoacidos que conforman las secuencias
peptidicas juegan un papel importante (Abadia-Garcia et al., 2017; Daliri et al.,
2018). En este sentido, aminoacidos tales como fenilalanina, tirosina, triptéfano
e histidina actian como queladores de iones metalicos; lisina dona atomos de
hidrogeno y cisteina secuestra radicales libres (Ashok y Aparna, 2017). Las

secuencias peptidicas derivadas de las fracciones proteicas del lactosuero con
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mayor efecto en el sistema inmunolégico se muestran en el Cuadro 6. Estas
presentan un ICso (concentracion peptidica necesaria para inhibir la actividad
oxidante en un 50%) < 1 uM, provienen de la B-lactoglobulina, han sido liberadas
por las enzimas corolasa PP (Hernandez-Ledesma et al., 2005) y tripsina (Power
et al., 2014) y estan conformadas principalmente por aminoécidos hidrofébicos,
i.e. GLDIQK e IPAVFK. Los PBDL también influyen en el sistema inmunolégico
mediante la actividad antimicrobiana (Sah et al.,, 2016). En general, estos
péptidos tienen una masa molecular <10 kDa, punto isoeléctrico mayor de 10 y
estan compuestos por aminoacidos basicos, alifaticos y polares (Smithers, 2015;
Esmaeilpour et al., 2017). El mecanismo de accion de los péptidos con actividad
antimicrobiana esta basado en interacciones electrostaticas. La carga positiva de
estos péptidos reacciona con la carga negativa de la membrana celular. Esto
bloquea los sitios especificos en la interaccion con calcio y magnesio,
responsables de la integridad de la membrana, y forma poros que causan la
pérdida de metabolitos y aumenta la permeabilidad a moléculas téxicas con la
consecuente muerte celular (Sah et al., 2016). Los hidrolizados de lactoferricina
con pepsina han mostrado ejercer actividades biolégicas. Las actividades
antimicrobianas, antifingica y una débil actividad antiviral representan las mas
importantes. Estas propiedades se deben a que forman estructuras anfipaticas

(Smithers, 2008).
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Cuadro 6. PBDL evaluados in vitro con influencia en el sistema inmunoldgico

Fraccién Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa
Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
19-29 WYSLAMAASDI 1225.4  Antioxidante 2.621 Hernandez-
Ledesma et
B-lactoglobulina
Corolasa PP® al., 2005
bovina
145-149 MHIRL 667.3 0.311
42-46 YVEEL? 650.3 0.801
58-61 LQKW 573.3 Antioxidante N. R. Contreras
etal, 2011;
B-lactoglobulina Pandey et
Termolisina
bovina al., 2018
95-101 LDTDYKK 881.3 N. R.
151-155 FNPTQ 605.2 N. R.
B-lactoglobulina 19-22 WYSL 567.2  Antioxidante 84.78 Zhang et
Alcalasa

bovina

al., 2013
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Fraccién Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa
Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
N. R. AHLW 525.3 74.02
N. R. GTSV 362.2 31.53
81-82 VF 265.1 19.68
20-22 YSL 381.2 48.15
N. R. LAHL 452.4 63.01
104-105 LF 278.2 19.85
B-lactoglobulina 92-100 VLVLDTDYK 1065.7  Antioxidante N. R. Mann et al.,
Flavorzima
bovina 84-91 IDALNEK 915.3 N. R. 2014
146-150 HIRLS 624.4  Antioxidante N. R. Mann et al.,
B-lactoglobulina
Alcalasa 75-82 KTKIPAVF 903.0 N. R. 2014
bovina
24-32 MAASDISLL 935.5 N. R.
B-lactoglobulina 43-49 VEELKPT 815.2  Antioxidante N. R. Mann et al.,
Corolasa
bovina 43-51 VEELKPTPE 1040.6 N. R. 2014
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Fraccion Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa
Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
15-20 VAGTWY 700.0  Antioxidante 5.631 Power et
al., 2014
139-141 ALK 331.4 0.011
B-lactoglobulina 71-75 HAEK 573.7 0.021
Tripsina
bovina 9-14 GLDIQK 672.7 0.021
125-135 TPEVDDEALEK 1240.0 0.0041
142-148 ALPMHIR 836.5 0.041
78-83 IPAVFK 673.7 0.0021
B-lactoglobulina Proteasade 142-149 LAFNPTQLEGQCHYV N. R. Antioxidante 74.4 Corréa et
ovina Bacillus sp. al., 2014
pP7
a- lactoalbumina Flavorzima 99-108 VGINYWLAHK 1200.7  Antioxidante N. R. Mann et al.,
bovina 2014
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Fraccién Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa

Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
15-20 VAGTWY 700.0 Antimicrobiano  Bacterias G +  Pellegrini et
al., 2001
B-lactoglobulina
Tripsina 25-40 AASDISLLDAQSAPLR 1630.0
bovina
78-83 IPAVFK 670.0
92-100 VLVLDTDYK 1060
B-lactoglobulina Tripsina 'y 36-42 SAPLRVY 804.5 Antimicrobiano L. Demers-
bovina quimotripsina monocytogenes, Mathieu et
S. aureus 'y al., 2013
E. coli
14-18 KVAGT 475.3 Antimicrobiano  Bacterias G+ Théolier et
al., 2013
B-lactoglobulina
Pepsina 147-149 IRL 401.3
bovina
123-125 VRT 375.3

143-146 LMPH 497.2
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Fraccién Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa
Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
134-136 EKF 423.2
50-54 PEGDL 530.3 Bacterias G-
1-8 IVTQTMK 932.6 Antimicrobiano E.coli Pellegrini et
al., 1999
9-18 GLDIQKVAGT N. R.
21-32 SLAMAASDISLL N. R.
Proteasas
B-lactoglobulina 33-39 DAQSAPL N. R.
digestivas
caprina 43-55 VEELKPTPEGDLE N. R.
humanas
71-82 HIAEKTKIPAVF N. R.
92-100 VLVLDTDYK 1064.0
125-134 TPEVDDEALE N. R.
139-147 ALKALPMHI N. R.
a- lactoalbimina 1-5 EQLTK 620.0 Antimicrobiano Bacterias G+y Pellegrini et
Tripsina

bovina

G-

al., 1999
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Fraccién Secuencia de Masa ICs0 (UM) O cepa
Proteina Enzima Fundamento Referencia
peptidica aminoacidos (Da) evaluada
a7- GYGGVSLPEWVCTTF 2250.0
31)s- ALCSEK
S(109-
114)
Quimotripsina (61- CKDDQNPHISCDKF  1650.0 Antimicrobiano Bacterias G+y Pellegrini et
68)S- G- al., 1999
S(75-80)
a- lactoalbumina Pepsina 117-121 KVGIN 530.3 Antimicrobiano L. ivanovii Théolier et
bovina al., 2013
106-124 N. R. N. R.  Antimicrobiano E.coliy B. Almaas et
Proteasas cereus al., 2011
Glicomacropéptido
digestivas 109-121 N. R. N. R.
caprino
humanas 126-133 N. R. N. R.
130-139 N. R. N. R.
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Fraccién Secuencia de Masa
Proteina Enzima Fundamento
peptidica aminoacidos (Da)

ICs0 (UM) O cepa

evaluada

Referencia

141-153 N. R. N. R.

PBDL = Péptidos bioactivos derivados de las proteinas del lactosuero

MM equivalentes Trolox /mg de péptido

2También presenta actividad osteoblastica

N. R. = No reportado

ICso= Concentracion peptidica necesaria para inhibir la actividad oxidante un 50%



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los PBDL presentan relevantes efectos fisiologicos benéficos en la salud
favoreciendo la funcibn de los sistemas cardiovascular, endocrino e
inmunoldgico. Las estructuras quimicas de las secuencias peptidicas
representan un punto clave en la ejecucion de la bioactividad. Estas Ultimas estan
intimamente relacionadas con la fracciébn proteica del lactosuero y la
especificidad enzimatica. Hoy en dia los avances tecnoldgicos han permitido
generar e identificar una amplia gama de secuencias peptidicas derivadas de las
proteinas del lactosuero capaces de ejercer diversas funcionalidades. Sin
embargo, las metodologias para liberarlos de manera controlada, la dosificacion
y las concentraciones Optimas han sido poco exploradas. Por lo que es
importante llevar a cabo investigacion de frontera que permita avanzar el umbral
del conocimiento que permita el uso de los PBDL como coadyuvantes en la

prevencion y tratamiento de enfermedades de nuestros tiempos.
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RESUMEN
DESARROLLO DE UNA BEBIDA DE LACTOSUERO-AVENA PRE-TRATADA
CON ULTRASONIDO Y SUPLEMENTADA CON Lactobacillus casei
POR:
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Facultad de Zootecnia y Ecologia
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Presidente: Ph. D. Alma Delia Alarcon Rojo

El objetivo de este estudio fue evaluar la combinacion lactosuero-avena y
la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad en el desarrollo de una bebida
probidtica, en funcién de la viabilidad de L. casei, la actividad antioxidante y la
aceptacion sensorial. Las bebidas se formularon con 35, 50 y 65% v/v de
lactosuero/avena. Se aplicé ultrasonido (40 kHz y 11 W/cm?) durante 3 o 10 min,
como pre-tratamiento de la fermentacion. Los tratamientos fueron identificados
como 35/65/0, 50/50/0, 65/35/0, 35/65/3, 50/50/3, 65/35/3, 35/65/10, 50/50/10 y
65/35/10, de acuerdo con el porcentaje de lactosuero, porcentaje de avena y el
tiempo de ultrasonicacion (min), respectivamente. Se determind la viabilidad
inicial y final, el crecimiento de L. casei, la actividad antioxidante y la aceptacion
de las bebidas por panelistas no entrenados. Todos los tratamientos mostraron
ser adecuados para el desarrollo de una bebida probidtica de L. casei con un

rango de poblacién final de 7 a 8.86 Log UFC/mL. El crecimiento de L. casei fue
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afectado (P<0.001) por la proporcion lactosuero-avena, tiempo ultrasonido y la
interaccidn. La actividad antioxidante fue afectada por la proporcion lactosuero-
avena (P<0.001) y el tiempo de ultrasonido (P=0.02). La aceptacion sensorial no
presento efecto de ningun factor. En general la aceptacion de las bebidas fue
baja. La bebida con mayor correspondencia a “me gusta” fue la de 50/50/3. Se
concluye que la combinacién de lactosuero-avena con y sin ultrasonido es
adecuada para el desarrollo probiotico de L. casei. La formulaciéon con 50/50 de
lactosuero/avenay 3 min de ultrasonido mostré buenos resultados de crecimiento
de L. casei, actividad antioxidante y aceptacion. Se recomienda mejorar
sensorialmente las bebidas de lactosuero/avena, y realizar una caracterizacion

fisicoquimica, funcional y sensorial mas amplia.
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ABSTRACT
DEVELOPMENT OF A WHEY AND OAT BEVERAGE PRE-TREATED WITH
ULTRASOUND AND SUPLEMENTED WITH Lactobacillus casei
BY:
ANA LUISA HERRERA PONCE

The objective of this study was to assess whether the whey and oat
combination and the application of high intensity ultrasound were adequate for
the development of a probiotic beverage, based on the viability of L. casei, the
antioxidant activity and the acceptability of the beverages. The beverages were
formulated with 35, 50 and 65% v/v of whey and oat with Lactobacillus casei.
Ultrasound (40 kHz and 11 W/cm?) was applied for 3 or 10 min, as a pre-treatment
of the fermentation. Treatments were identified as 35/65/0, 50/50/0, 65/35/0,
35/65/3, 50/50/3, 65/35/3, 35/65/10, 50/50/10 and 65/35/10, according to the
percentage of whey, oat and the ultrasound time (min), respectively. Initial and
final viability, L. casei growth, antioxidant activity and beverage acceptance by
untrained judges were determined. All treatments were shown to be suitable for
the development of a L. casei probiotic beverage with a final population range of
7 to 8.86 Log CFU/mL. L. casei growth was affected (P<0.001) by the whey/oat
ratio, ultrasound time and their interaction. The antioxidant activity was affected
by the whey-oat proportion (P <0.001) and the ultrasound time (P=0.02). The
sensory acceptance did not show effect of any factor. In general, the beverage
acceptance was low. The beverage with the highest correspondence of "like" was

the 50/50/3. It is concluded that the combination of whey/oat with and without
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ultrasound is suitable for the probiotic development of L. casei. The formulation
with 50% whey, 50% oat and 3 min of ultrasound showed good results of L. casei
growth, antioxidant activity and acceptability. Sensory improvement of whey/oat
beverages is recommended, and to perform a broader physicochemical,

functional and sensory characterization of the beverages.
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INTRODUCCION

El lactosuero es un subproducto de la elaboracién de queso (Seo et al.,
2015). El proceso tiene un rendimiento del 10%, el 90% restante es convertido
en lactosuero (Smithers, 2008). Una desventaja del lactosuero es que tiene una
demanda bioquimica y quimica de oxigeno alta (Prazeres et al., 2012) lo cual
representa un problema ambiental y econdmico importante, debido a que no
existe un equilibro entre la produccion y el uso. Por otra parte, se ha encontrado
gue el lactosuero posee importantes propiedades funcionales y biologicas
(Smithers, 2015). Estas ultimas, se atribuyen a la presencia de péptidos que
influyen positivamente en el sistema inmunologico, enddcrino, gastrointestinal,
nervioso y cardiovascular del consumidor (Brandelli et al., 2015). Sin embargo,
para obtener dichas actividades es necesario que los péptidos sean liberados
mediante protedlisis, la cual se puede llevar a cabo con enzimas comerciales o
por fermentacion (Bhat et al., 2015). Otras opciones incluyen la aplicacion de
tratamientos térmicos o tecnologias emergentes como el ultrasonido. La
aplicacion de ultrasonido ha dado buenos resultados como pretratamiento o
tratamiento asistido en la fermentacion de alimentos lacteos (Uluko et al., 2013;
Shershenkov y Suchkova, 2015; Koérzendorfer et al.,, 2018; Pawar y Rathod,
2020). Estudios recientes muestran que el tratamiento ultrasonico tiene
beneficios en las propiedades fisicoquimicas y funcionales del lactosuero
(Ahmadi et al., 2017; Jiang et al., 2018; Balthazar et al., 2019; Liu et al., 2019; Ma
et al., 2018; Zhao et al., 2019) lo cual evidencia su potencial para la fabricacién

de bebidas funcionales.
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En la actualidad hay un creciente interés cientifico e industrial por formular
alimentos que contribuyan al mejoramiento y mantenimiento de la salud, una
opcion atractiva es el desarrollo de bebidas funcionales a base de lactosuero
(Yamahata et al., 2020). Algunas de éstas son las bebidas fermentadas o
probidticas en cuya preparacién se aprovechan las propiedades del lactosuero
como un excelente sustrato para el desarrollo de bacterias y asi, se obtienen
bebidas probidticas que tienen mas aceptacion sensorial que las no fermentadas
(Saha et al., 2017). Para que una bebida sea probiotica es necesario que la cepa
empleada cuente con evidencia cientifica sobre esta denominacion y ademas
tener una viabilidad del de 7 a 8 Log UFC/ml (Granato et al., 2020). La evidencia
cientifica incluye pruebas donde se sustente que el microorganismo resiste el
acido gastrico, se adhiere a las células epiteliales del intestino, no degrada la
mucosa intestinal, coloniza el intestino, resiste las secreciones pancreaticas,
inhibe la adhesion de patégenos, no es toxico o patégeno, tiene actividad
antimicrobiana, es susceptible a antibioticos; y cuenta con estudios clinicos y
cientificos sobre sus caracteristicas. Ademas de ser avalado por varios
organismos certificados, ser estable en matrices alimentarias, resistir procesos
tecnoldgicos y seguir viable durante el almacenamiento (Borchers et al., 2009;
Soccol et al., 2010).

Por otra parte, retomando las bebidas de lactosuero, se han adicionado
otros ingredientes para mejorar las propiedades funcionales o sensoriales, uno
de ellos es la avena (Charalampopoulos y Rastall, 2009). En este sentido, hay

reportes donde se han formulado bebidas probidticas de lactosuero con avena,

67



en donde el lactosuero se adiciona en forma de concentrado o aislado proteico y
la avena como B-glucano (Sharma et al., 2017; Wan y Xu, 2018). La avena
confiere beneficios a la salud (Cheung et al., 2009; Nakurte et al., 2013;
Alrahmany et al., 2013; Martinez-Villaluenga y Pefias, 2017), que son mayores al
ser combinada con probidticos (Sawas et al., 2015). Aunque existen varias cepas
ya aprobadas como probiéticas, cada una posee -caracteristicas y
comportamiento diferente. Herrera (2013) encontré que L. casei alcanzé el
crecimiento maximo en menor tiempo y mejor viabilidad que L. acidophilus o L.
rhamnosus durante la fermentacion de una bebida de avena malteada.

Por otra parte, se ha reportado que tanto del lactosuero como de la avena
se han obtenido péptidos con beneficios a la salud o biopéptidos (Madureira et
al., 2010; Nakurte et al., 2013) y la generacion de estos ha mejorado con la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (Ozuna et al., 2015). Sin embargo,
no existen reportes del efecto del ultrasonido en el desarrollo de formulas
probidticas de lactosuero-avena. Dado la falta de conocimiento en ese aspecto,
el objetivo de este estudio fue desarrollar una bebida funcional de lactosuero-
avena sensorialmente aceptable, utilizando ultrasonido de alta intensidad como
tecnologia asistente. Mediante la evaluacion in vitro del crecimiento de L. casei,
la actividad antioxidante y la actividad antihipertensiva, ademas de la evaluacion

sensorial.

68



MATERIALES Y METODOS

Preparacion del Probidtico

La bacteria probidtica empleada fue Lactobacillus casei (L. casei 431°%,
CHR. Hansen México) como cultivo liofilizado de una cepa uUnica. Cabe
mencionar que esta cepa cuenta con el respaldo cientifico para ser denominada
como probidtica, de tal forma que el proveedor bajo esa denominacion la
comercializa.

La reactivacion se realiz6 en caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS. Fluka®) a
37 °C por 18 h (Fisher Scientific. Modelo 550D. lowa, E.U.A.). Al finalizar la
incubacion se hizo un lavado doble de la biomasa con buffer de fosfatos (50 mM,
pH 7.0) y centrifugacion (5702R Eppendorf, Alemania) a 2000 rpm, 4 °C y 10 min.
La biomasa final se resuspendio en caldo MRS (Fluka ®) y se le denominé cultivo
madre. En tubos Eppendorf® de 1 mL se colocaron 500 pL de cultivo madre y 500
UL de glicerina (J.T. Baker®) estéril, se mezclé manualmente y se congel6 a -20
°C hasta su uso. Previo al uso del cultivo madre, se realizé una comprobacién de
viabilidad y ausencia de contaminacion. Se realizO un conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC/mL) (Rasheed et al., 2020). Las diluciones
decimales seriadas se sembraron en agar MRS (Fluka ®) y se incubaron a 37 °C
por 48 h en microaerofilia. Las UFC/mL se calcularon con la ecuaciéon 1. Soélo se
realizd conteo en las diluciones que presentaron de 10 a 100 colonias.

UFC/mL = (Numero de colonias * factor de dilucion) / 0.01 Ecuacion 1
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Formulacion de las Bebidas de Lactosuero-Avena

Para elaborar las bebidas de lactosuero-avena, se obtuvo lactosuero
siguiendo la metodologia para la elaboracion de queso fresco de Villegas de
Gante (2012). Se parti6 de leche comercial fluida entera pasteurizada (Lala®). Se
calent6 a 42 °C y se agregé CacClz (20 g/100 L), se homogeneizé mezclando la
leche con movimientos en forma de ocho con un cucharén. Se enfrié a 34 °C para
agregar la renina (Cuamix® CHR Hansen) en una concentracion de 15 mL/100 L.
Se dejo6 reposar 90 min, manteniendo la temperatura en 32 °C. Una vez formada
la cuajada, se cortd suavemente en cuadros de 1 cm por 1 cm, para mejorar la
sinéresis de la red proteica del cuajo y posterior liberacion del lactosuero. Se dejo
reposar 15 min y se redujo el tamafio de los coagulos de leche muy suavemente
con una cuchara grande. Se calento lentamente elevando 1 °C cada 5 min hasta
39 °C y se dejo reposar nuevamente durante 15 min. Se desueré con la ayuda
de tela de algoddn. Del lactosuero obtenido, se tomaron 40 mL para obtener el
extracto soluble mediante doble centrifugacion (Beckman Coulter. Modelo Avanti
J-26 XP1. Serie JXT12H22. Indianapolis, E. U. A.) a 4,000 x g (5,75 rpm) por 30
min y 4 °C. El extracto se filtr6 con membranas de 2.5 um (Whatman #42)
mediante el uso de matraz, embudo de filtracion y bomba de vacio.
Posteriormente, el filtrado obtenido se pasé por una membrana (filtros de 0.2 L)
y, el producto resultante se colocé en tubos de plastico de 1 mL con tapa y fondo
conico para ser almacenados a -20 °C hasta los andlisis. Del lactosuero restante
se tomo el volumen necesario para mezclarse con la bebida de avena. La cual

se obtuvo como lo reportd Herrera (2013). Se partié de granos de avena forrajera
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(Avena sativa var. Karma) adquiridos con un proveedor local (Semillas
Purasangre, Cuauhtémoc, Chihuahua). La avena se enjuag6 con agua corriente
y Se puso a remojar en recipientes de plastico con agua destilada durante 12 h
cambiando el agua cada 4 h. Se drend y los granos de avena se colocaron en un
recipiente de plastico con una capa superior e inferior de algodén humedecido y
se dejaron germinar a temperatura ambiente (~25 °C) durante 72 h o hasta la
emergencia de 1 cm del coleoptilo (protuberancia que daré origen a una nueva
planta). Se hizo una modificaciéon a la metodologia que consistié en proteger la
avena de la luz durante el proceso de germinacién y manteniendo humedecido
el algodon, asperjando agua cada 24 h. La avena germinada se extendié en
charolas de acero inoxidable y se coloco en un horno de conveccion mecanica
(603 Napco Scientific Company, E.U.A.) a 45 °C por 20 h. Posteriormente la
avena se transfirio a un horno convencional con corriente de aire (SLGS/12SC
Southbend, E.U.A.) a 95 °C por 3 h para obtener avena malteada. Esta se moli6
(Retsch. Modelo LC-170. Haan Alemania) y se us6 una malla de 1 mm. En un
matraz Erlen Meyer (250 mL) con rosca se preparo la bebida de avena malteada
con 5% p/v (el volumen se completd con agua purificada, Epura ®) de harina y
se colocé en un bafio maria eléctrico (1203 VWR Scientific, E.U.A.) a 90 °C por
60 min y después en un bafio de agua a 50 °C por 30 min. La bebida de avena
se decantd, se refrigerd (4 °C) por 24 h y se volvié a decantar. Esta bebida de
avena se mezclé con lactosuero en las proporciones 65/35, 50/50 y 35/65,
respectivamente. Se adicion6 1.5% p/v de azlGcar morena de cafia (Zulka®). Cabe

mencionar que se eligieron esas proporciones debido a que Castro et al. (2013b)
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sugirieron que las bacterias 4cido lacticas probioticas del género Lactobacillus
poseen un limite para el uso de nutrientes en lactosuero. Reportaron que la
cantidad maxima para el adecuado desarrollo fue de 65% v/v, completando el
volumen con 35% v/v de leche.
Tratamiento Ultrasonico

Como pre-tratamiento de la fermentacién se aplicd ultrasonido en las
bebidas de lactosuero-avena, contenidas en frascos de vidrio de 1 L (Pyrex®). Se
hicieron nueve tratamientos, variando la proporcién de lactosuero/avena con
niveles complementarios de 35, 50 y 65% v/v; y la ausencia o aplicacion de
ultrasonido (40 kHz y 11W/cm?) por 3 o 10 min (Cuadro 7). La sonicacion se
realizd en un bafio ultrasénico (Branson® 1510R-MTH, Branson Ultrasonic
Corporation. Danbury, CT, E.U.A.) con capacidad de 2.25 L (15 x 15 x10 cm),
usando 1000 mL de agua destilada. Durante la aplicacion del ultrasonido, se
mantuvo la temperatura del agua a 4 °C mediante el uso de un termémetro digital
y hielo. Cabe mencionar que se uso este equipo de ultrasonido por ser de alta
intensidad y debido a su disponibilidad en la Facultad de Zootecnia y Ecologia.
Proceso de Fermentacion

Para acondicionar el microorganismo a los sustratos presentes en las
bebidas de avena y lactosuero con ultrasonido, primero se tomé 1 vial (congelado
-20 °C) de L. casei, se resuspendioé en 20 mL de caldo MRS (Fluka®) y se incub6
(Fisher Scientific. Modelo 550D. lowa, E.U.A.) a 37 °C por 12 h en microaerofilia.
Se utiliz6 una concentracion inicial de inéculo suficientemente alta para

considerar la bebida probiética.

72



Cuadro 7. Composicion y tratamiento de bebidas de lactosuero/avena para la
formulacion de bebidas probitticas

Tratamiento Composicion (v/v) Ultrasonido (min)
35/65/0 35% lactosuero — 65% avena 0
50/50/0 50% lactosuero — 50% avena 0
65/35/0 65% lactosuero — 35% avena 0
35/65/3 35% lactosuero — 65% avena 3
50/50/3 50% lactosuero — 50% avena 3
65/35/3 65% lactosuero — 35% avena 3

35/65/10 35% lactosuero — 65% avena 10
50/50/10 50% lactosuero — 50% avena 10
65/35/10 65% lactosuero — 35% avena 10
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Se hizo un pre-cultivo de cada formulacion con un inéculo al 3% v/v. Se
incub6 (Fisher Scientific. Modelo 550D. lowa, E.U.A.) a 37 °C por 9 h en
microaerofilia.

Posteriormente se realiz6 un monitoreo de viabilidad (Rasheed et al.,
2020) de L. casei (UFC/mL) en los precultivos para corroborar que se partio de
una poblacion probidtica (10 - 108 UFC/mL o 6 — 8 log UFC/mL). Es importante
mencionar que la cepa empleada (L. casei 431®. Christian Hansen) es
denominada probiética por el proveedor y cuenta con la evidencia cientifica
necesaria.

Por otra parte, como era desconocido el comportamiento de esta bacteria
en la bebida lactosuero/avena, se decidid iniciar con una concentracion probiética
de in6culo.

Se tomo el volumen necesario de precultivo para inocular al 3% v/v, 100
mL de bebida contenida en matraces Erlen Meyer de 250 mL con rosca (Herrera,
2013). La fermentacion se realizo en una incubadora con agitacion (Innova® 43.
Connecticut, E.U.A) a 37 °C y 182 rpm, se detuvo enfriando a 4 °C cuando el pH
alcanz6 un valor entre 4.5y 4.2. A este pH se alcanz6 la poblacion establecida
como probidtica que es de 7 a 8 Log UFC/mL (Granato et al., 2020). Esta fue
evaluada mediante un monitoreo de viabilidad durante la fermentacion. Sin
embargo, se ha reportado que el pH recomendado sensorialmente para detener
la fermentacion es 4.7-4.6 (Guler-Akin et al.,, 2016). Al inicio y al final de la
fermentacion se midi6é el pH (Thermo Scientific Orion Dual Star, Singapur), la

viabilidad y crecimiento neto de L. casei (Rasheed et al., 2020).
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Actividad Antioxidante

Se determind la actividad antioxidante del extracto soluble de las bebidas
probidticas de lactosuero/avena con el método del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH). Segun lo reportado por Thaipong et al. (2006) con ligeras
modificaciones. Se prepard una solucién stock metandlica (J.T. Baker®) 0.6 mM
de DPPH, se almacend en un frasco @mbar y se congeld a -20 °C hasta su uso.
Para preparar la solucion de trabajo se tomaron 10 mL de la solucién stock y se
mezclaron con 45 mL de metanol para llegar a una absorbancia de 1.1 + 0.02.
Para la determinacion se colocaron 150 pL de muestra (o estandar: Trolox) y
2850 pL de la solucién de trabajo DPPH en frascos ambar y se dejaron reposar
24 h en la oscuridad a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, se coloco
cada muestra en una celda de cuarzo y se leyo la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japon). La actividad antioxidante se
reportd como mM equivalente Trolox/mL, empleando la absorbancia obtenida y
sustituyendo en la ecuacion de la recta. Esta ultima se generd a partir de una
curva de calibracion con Trolox. Se prepararon estandares de Trolox en un rango
de concentracion de 0.01 a 1.0 mM Trolox/mL y se siguio la misma metodologia
de actividad antioxidante.
Analisis Sensorial

Con el propésito de conocer el grado de aceptacion sensorial de las nueve
bebidas probidticas se llevaron a cabo tres sesiones de analisis sensorial. El
panel estuvo integrado por 43 panelistas no entrenados, estudiantes de

licenciatura de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de
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Chihuahua. De los cuales 42% fueron hombres y 58% mujeres, con un rango de
edad de 20 a 30 afios (23 afios en promedio). El reclutamiento fue via invitacion
en areas comunes y en salones de clase. Los criterios de seleccion de los
panelistas se basaron en: 1) Ausencia de enfermedades respiratorias; 2)
consumidor habitual de productos lacteos; y 3) interés por participar en la
investigacion. La evaluacion se llevo a cabo en el laboratorio de Andlisis Sensorial
de dicha Facultad, equipado con 12 cabinas y se usoé luz blanca fluorescente para
la mejor observacion de las bebidas. Las bebidas se elaboraron un dia antes de
la evaluacion y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta la prueba. A cada
panelista se le presentaron 30 mL de cada bebida, colocadas en diferente orden
y codificadas con numeros aleatorios de tres digitos. Los panelistas calificaron la
aceptacion del color, olor, sabor, viscosidad y general. A través de una escala
heddnica de cinco puntos donde la calificacion 5 se refiere a “me gusta”, 4 a “me
gusta ligeramente”, 3 a “ni me gusta ni me disgusta”, 2 a “me disgusta
ligeramente” y 1 a “no me gusta” (Lawless y Heymann, 2010). El formato
empleado se muestra en el Apéndice A. Entre muestras, los panelistas
descansaron durante 1 min y se enjuagaron la boca con agua. Las muestras se
presentaron en un disefio equilibrado (MacFie et al., 1989).
Analisis Estadistico

Dado que los resultados del analisis sensorial eran valores categoricos en
escala ordinal (1 a 5), y estos generalmente no cumplen el supuesto de
normalidad, los datos se analizaron adicionalmente mediante la prueba no

paramétrica de Chi Cuadrada. La cual no requiere ningun supuesto distribucional.
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Para ello se utilizé el procedimiento FREC (SAS, 2006) y posteriormente, cuando
la asociacion fue significativa (P<0.05) o mostré alguna tendencia (0.05<P<0.15),
se realiz6 un Andlisis de Correspondencias. Con el objetivo de observar el grado
de similitud entre tratamientos y el nivel de correspondencia de tratamientos con
los niveles de respuesta de aceptacion sensorial, usando para ello el
procedimiento CORRESP de SAS (SAS, 2006).

Los resultados de este estudio fueron evaluados mediante un arreglo
factorial completamente al azar, donde los factores considerados y sus niveles
fueron A: Proporcion lactosuero/avena (se describen en el Cuadro 7) y B: Tiempo
de ultrasonido, con niveles: 0, 3 y 10 min. Se realiz6 un Analisis de Varianza
(ANOVA) mediante el procedimiento del Modelo Lineal Generalizado del paquete
SAS (SAS, 2006), con el siguiente modelo estadistico (Ecuacion 2):

Yik= W + Ai + Bj + ABjj + gik (Ecuacion 2)

Donde: Yik= variable respuesta medida en la repeticion k del nivel de
ultrasonido iy la proporcion lactosuero/avena j, p= media general, Ai= efecto de
la aplicacion de ultrasonido i, Bj= efecto de la proporcion lactosuero/avena j, ABj=
efecto de la interaccibn de la aplicacion de ultrasonido i y proporcion
lactosuero/avena j, y sik= error aleatorio de la repeticion k del nivel de ultrasonido
i y la cantidad de lactosuero/avena j; el cual se supone idéntica e
independientemente distribuido de manera normal, con media 0 y varianza c?.
Cuando el efecto de un factor fue significativo (P<0.05) se realiz6 la comparacion

multiple de medias de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Proceso de Fermentacion

Durante la fermentacion de bebidas de lactosuero/avena con y sin
ultrasonido, se encontrd efecto (P<0.01) de la proporcion lactosuero/avena, el
tiempo de ultrasonido y la interaccion de estas dos variables en el crecimiento de
L. casei. En general, los niveles de crecimiento significativamente (P<0.05) méas
altos se registraron a 3 min de ultrasonido, seguido de las bebidas sin ultrasonido
y finalmente las formulaciones con 10 min de ultrasonido. Mientras que en los
niveles de lactosuero/avena, el mayor (P<0.05) crecimiento se presentd en la
proporcion 50/50, seguida de 35/65 y por ultimo 65/35. Sin embargo, lo anterior
no fue consistente en todas las combinaciones de lactosuero/avena y tiempo de
ultrasonido, debido al efecto de interaccion (Cuadro 8).

Las combinaciones en las que se generd mas alto (P<0.05) crecimiento
fueron 50/50/0 y 50/50/3 (lactosuero/avena/min de ultrasonido) con valores de
1.96 + 0.007 y 2.00 £ 0.021 Log UFC/mL, respectivamente pero no fueron
diferentes (P>0.05) de la bebida 65/35/3 con 1.85 + 0.051 Log UFC/mL. A su vez,
esta Ultima formulacion, fue igual (P>0.05) que las bebidas 35/65/0 y 35/65/10
con una viabilidad de 1.68 + 0.034 y 1.64 + 0.008 Log UFC/mL, respectivamente.
Las formulaciones con los resultados mas bajos fueron 65/35/10, 65/35/0 y
50/50/10 con 0.71 + 0.041, 0.84 + 0.011 y 0.90 £+ 0.063 Log UFC/mL,
correspondientemente. Las dos ultimas bebidas no fueron diferentes (P>0.05) a

la integrada por 35/65/3 con 1.02 + 0.014 Log UFC/mL.
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Cuadro 8. Efecto de la proporcién lactosuero/avena y tiempo de ultrasonido sobre el pH, la poblacion y el crecimiento de L.
casei en bebidas probidticas (media + E. E.)

Proporcion

6.

lactosuero/avena UltraS(_)nido1 Poblacion Inicial Poblacién Final Crecimiento pH pH

(% VIv) (min) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL) Inicial Final

35/65 0 7.11 £ 0.031 8.79 £ 0.007 1.68 + 0.034° 6.58 = 0.004° 4.24 + 0.001
50/50 0 6.48 £ 0.000 8.44 + 0.007 1.96 + 0.0072 6.62 + 0.001° 4.32 +0.002
65/35 0 6.16 £ 0.101 7.00 £ 0.000 0.84 +0.101° 6.53+ 0.001¢ 4.37 + 0.000
35/65 3 6.84 + 0.023 7.86 £ 0.012 1.02 £ 0.014° 6.36 £ 0.001¢ 4.22 +0.000
50/50 3 6.67 £ 0.020 8.66 + 0.003 2.00 £ 0.0212 6.65 + 0.0012 4.52 + 0.001
65/35 3 6.93 £ 0.029 8.79 £ 0.028 1.85 + 0.051% 6.62 + 0.000° 4.34 + 0.008
35/65 10 7.10 £ 0.014 8.74 £ 0.014 1.64 + 0.008° 6.58 + 0.001°¢ 4.25 + 0.001
50/50 10 6.10 £ 0.063 7.00 £ 0.000 0.90 + 0.063¢ 6.47 + 0.000' 4.35 + 0.001
65/35 10 6.59 + 0.041 7.30 £ 0.000 0.71 £ 0.041¢ 6.49 + 0.002° 4.25 +0.006

140 kHz, 11 W/cm?

UFC, Unidades formadoras de colonia.

ab.cdetgMedias con diferente literal en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05).



A pesar de que hubo efecto de interaccion de los factores proporcion
lactosuero/avena y tiempo de ultrasonido, al comprar los tratamientos con los
mejores resultados 50/50/0 y 50/50/3 con una de las formulaciones que generé
bajo crecimiento 50/50/10, se puede decir que el tiempo de ultrasonido tiene
cierto “limite” para producir efectos benéficos en el desarrollo de L. casei. En este
sentido se ha reportado que el efecto del ultrasonido de alta intensidad sobre
cepas probidticas en productos lacteos depende principalmente de la intensidad,
tiempo de exposicion, tipo de cepa, entre otros (Huang et al., 2017). Yeo y Liong
(2011) aplicaron ultrasonido (30 kHz) a 20, 60 o0 100 W durante 1, 2 0 3 min en el
cultivo de L. casei ATCC 393 e inocularon una bebida de soya. Al final de la
fermentacion a 37 °C por 24 h y encontraron que el tiempo y la potencia tuvieron
efecto significativo (P=0.001 y P=0.03) pero la interaccion no (P=0.45). La mayor
viabilidad se encontré a 100 W durante 2 min con 8.80 = 0.29 Log UFC/mL y a
esta misma potencia pero a mayor tiempo, 3 min, fue de 8.33 +0.77 Log UFC/mL.

Chandrapala et al. (2011) aplicaron ultrasonido (20 kHz, 450 W y 50% de
amplitud) en lactosuero reconstituido durante 1, 5, 10, 20, 30 o 60 min. Ellos
reportaron que la entalpia de la solucion disminuyé hasta los 5 min de ultrasonido,
desatancando la ruptura de enlaces en las proteinas. Pero después de este
tiempo la entalpia de la solucion aumento, sugieren que hubo una re-agregacion
de proteinas. Lo anterior en base a que se ha encontrado que la agregacion de
moléculas desnaturalizadas, conlleva la formacion de nuevos enlaces
intermoleculares por un aumento en la entalpia en mediciones de calorimetria
diferencial de barrido (Choi et al., 2009). Adicionalmente, Chandrapala et al.

(2011) encontraron que la viscosidad de la solucion de lactosuero, disminuyo

80



hasta los 5 min y aumenté después de este tiempo. Jambrak et al. (2014)
observaron una agregacion parcial de proteinas de lactosuero, por el aumento en
el tamafio de las mismas al aplicar ultrasonido (40 kHz y 1 W/cm?) por 30 min en
comparacién a cuando se aplicé durante 15 min.

Por otra parte, en el presente estudio los niveles de la poblacion final de L.
casei, en todos los tratamientos lactosuero/avena/ultrasonido estuvieron dentro
del nivel establecido como probidtico que es de 10" a 108 UFC/mL o 7 a 8 Log
UFC/mL (Granato et al., 2020). Se han reportado valores mas bajos y mas altos
de viabilidad en bebidas probidticas de lactosuero con L. casei. Pero cabe
mencionar que las condiciones de fermentacion e ingredientes, ademas del tipo
de lactosuero no fueron los mismos. Bulatovi¢ et al. (2012) elaboraron una bebida
de lactosuero reconstituido, mediante la fermentacion a 37 °C durante 10.5 h con
L. casei ssp. casei ATCC 27139. Ellos reportaron una poblacion final de 6.8 Log
UFC/mL, pero detuvieron la fermentacion cuando el pH alcanzo 4.6. Kumar et al.
(2017) formularon una bebida simbidtica con Lactobacillus casei NCDC 298 e
inulina. Ademas, adicionaron lactosuero de bdufalo, saborizante y azucar.
Fermentaron a 37°C por 16 h y obtuvieron una viabilidad de 9 x 108 con un pH
de 4.3.

Con lo anterior, se puede inferir que la combinacion lactosuero/avena fue
una adecuada combinacion para favorecer el desarrollo de L. casei. En este
sentido, se ha reportado que la avena tiene propiedades prebidticas (Sharma et
al., 2017).

Asimismo, se encontr6 que al formular una bebida de leche con 4% p/v de

salvado de avena y Lactobacillus paracasei IMC 502, la viabilidad al final de la
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fermentacion a 37 °C por 16 h fue significativamente (P<0.05) mejor que en leche
sin avena. Los valores fueron 9.57 £ 0.12 Log UFC/ml contra 8.28 + 0.14 Log
UFC/ml (Coman et al., 2013).

Por otro lado, aunque en el presente estudio no se encontr6é un efecto del
ultrasonido por si solo, debido a la interaccibn con la proporcion
lactosuero/avena, otros autores si han observado influencia del ultrasonido en el
crecimiento de cepas probioticas.

Barukcic¢ et al. (2015) aplicaron ultrasonido (20 kHz, 84 W y 37 °C) por 150
s en el cultivo de Lactobacillus acidophilus La-5® e inocularon y fermentaron
lactosuero pasteurizado. Encontraron que el tiempo de fermentacion se acorté 30
min y la viabilidad al final del proceso fue 5.38 x 108 + 0.22 UFC/mL contra 1.39
x 108 + 0.43 cuando no se aplicé ultrasonido. Potoroko et al. (2018) usaron
ultrasonido (22 kHz y 20 W/cm?) como pre-tratamiento en la elaboracién de
bebidas fermentadas. Evaluaron 6, 9 y 120 W por 1, 3 y 5 min. Reportaron que
el mayor crecimiento del género Lactobacillus spp., se registré a una potencia de
90 W durante 3 min para yogurt y una potencia 120 W por 3 min para kéfir.

En cuanto al pH al inicio de la fermentacion, se encontré que la proporcion
lactosuero/avena, el tiempo de ultrasonido y la interaccion de estas dos variables
presentaron efecto (P<0.001) sobre el pH. En orden significativamente
descendente (P<0.05) los valores de pH fueron 6.58, 6.54 y 6.50 para las
proporciones lactosuero/avena 50/50, 65/35 y 35/65, respectivamente. Mientras
gue en el tiempo de aplicacién de ultrasonido fueron 6.57, 6.54y 6.51 a0, 3y 10
min, respectivamente. Casi todas las formulaciones tuvieron pH inicial diferente

El mayor pH (6.65) lo tuvo la formulacion 50/50/3, seguida de las bebidas 65/35/3
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y 50/50/0 con 6.62 y sin diferencia entre ellas (P>0.05), pero diferentes (P<0.05)
a las formulaciones 35/65/0 y 35/65/10 con 6.58 y estas a su vez diferentes
(P<0.05) con el resto de las bebidas: 65/35/0 con 6.53, 65/35/10 con 6.49,
50/50/10 con 6.47 y 35/65/3 con 6.36. Con lo anterior, se observa el efecto de la
interaccion del tiempo de ultrasonido aplicado y de la proporciéon
lactosuero/avena. Estos valores de pH fueron casi el promedio del pH de los dos
ingredientes mayoritarios de la bebida, lactosuero con pH de 6.95 y la bebida de
avena con 6.0.

En cuanto a los valores de pH final, se ha reportado que se recomienda
detener la fermentacion cuando las bebidas tienen un pH entre 4.6 y 4.7 para
asegurar la aceptacion sensorial (Gallardo-Escamilla et al., 2007; Castro et al.,
2013a; Guler-Akin et al., 2016). Sin embargo, en el presente estudio se observo
gue deteniendo la fermentacion a dicho pH auln no se contaba con la poblacion
probidtica ideal, por lo que se decidié detener la fermentacion hasta que el pH
tuviera valores entre 4.2 y 4.3. Aunque tener el registro del tiempo en el que L.
casei tardé en llegar a dicho pH en cada formulacion, seria lo ideal, no se conté
con ese registro. Solo se tuvo el dato de que en general, el tiempo en llegar al pH
alcanzar una poblacion de 7 Log UFC/mL minimo fue de 8 a 11 h. Resultados
similares fueron observados en la fermentacion a 37 °C, de bebidas simbioticas
de lactosuero, inulina'y L. casei NCDC 298. En donde se alcanzé un pH de 4.2 a
las 16 h de fermentacion con una poblacion final de 8.95 Log UFC/mL (Kumar et
al., 2017). Aungue los factores de pH y la poblacion final que reportaron estos
autores, fueron similares a los obtenidos en la presente investigacion, el tiempo

de fermentacién fue mayor probablemente por la accion del ultrasonido. Nguyen
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et al. (2009) fermentaron a 37 °C, leche con probioticos. Aplicaron ultrasonido (20
kHz, amplitud del 50% y 100 W) durante 7, 15 o 30 min. Ellos detuvieron la
fermentacion hasta que el pH llegd a 4.7 y este tiempo fue de 20 h, se usé
ultrasonido por 15 min y el microorganismo empleado fue Bifidobacterium breve.
El control tardd 25 h en llegar al pH requerido.
Actividad Antioxidante

La proporcidn lactosuero/avena y el tiempo de ultrasonido tuvieron un
efecto significativo (P<0.001) sobre la actividad antioxidante. No existio
interaccion significativa entre las dos variables (P=0.59). En cuanto a la
proporcion lactosuero/avena la mejor y mayor actividad antioxidante (P<0.05) se
registr0 en las proporciones 35/65 y 50/50. En tanto que 65/35 tuvo menor
actividad (Cuadro 9). Al parecer a mayor cantidad de bebida de avena, mayor
actividad antioxidante. La biodisponibilidad de las avenantramidas, que son los
fenoles bioactivos exclusivamente encontrados en la avena, es muy variable y
puede atribuirse a la diferencia en estabilidad quimica o la unién a proteinas de
la leche en algunas bebidas (Chen et al., 2019). Chen et al (2020) encontraron
gue la fermentacion de avena con una levadura (Monascus anka) y una bacteria
(Bacillus subtilis) aumento (P<0.05) el contenido fendlico total, que cuando no se
ferment6. Y se ha reportado que los compuestos fendlicos como las
avenantramidas son los responsables de la actividad antioxidante de la avena

(Fagerlund et al., 2009).
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Cuadro 9. Efecto de la proporcion lactosuero/avena y tiempo de ultrasonido en la
actividad antioxidante de bebidas probitticas (media + E. E.)

Proporcién

Ultrasonido? Actividad antioxidante?
lactosuero/avena (min) (mM equivalente Trolox/mL)

(% viv)

35/65 0 3.77 £ 0.160%
50/50 0 3.76 + 0.259%
65/35 0 3.31 +0.109°
35/65 3 4.41 + 0.0562
50/50 3 3.99 + 0.142%
65/35 3 3.60+£0.117°
35/65 10 4.00 + 0.070%
50/50 10 3.96 + 0.297%
65/35 10 3.26 + 0.205P

140 kHz, 11 W/cm?
2 Medida con la metodologia del radical DPPH
&b Medias con diferente literal indican diferencia significativa (P<0.05).
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En lo referente al tiempo de aplicacion de ultrasonido, 10 min fue
estadisticamente igual (P>0.05) a 0 y 3 min. Pero si hubo diferencia (P<0.05)
entre 0 y 3 min, generandose mayor actividad antioxidante a 3 min En este
sentido, se ha reportado que la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad como
pre-tratamiento de la fermentacion mejora la actividad antioxidante (Uluko et al.,
2015).

Potoroko et al. (2018) encontraron que el tratamiento ultrasénico (22 kHz,
20 W/cm? y 90 W) por 3 min dio lugar a una mayor actividad antioxidante con un
valor de 3.7 mg de acido ascoérbico/100g, que cuando no se aplico esta tecnologia
y se obtuvo un valor de 1.2 mg de acido ascorbico/100 g.

La bebida que presentd mayor valor numeérico de actividad antioxidante
fue la compuesta por 35/65/3. Aunque esta soélo fue diferente (P<0.05) de las
formulaciones con la proporcion 65/35 lactosuero/avena a 0, 3 y 10 min de
ultrasonido. Estos resultados indican que para la actividad antioxidante de
bebidas probiodticas, en las condiciones aqui empleadas influye mas la proporcion
de lactosuero/avena que el tratamiento ultrasonico.

Se ha demostrado que la biodisponibilidad de la avena aumenta
considerablemente cuando se une a las proteinas del lactosuero (Chen et al.,
2019). Probablemente cuando la proporcion de avena es del 50% o mayor, en
una bebida con lactosuero, su biodisponibilidad se encuentra al maximo como se
observé en el presente estudio. Adicionalmente se ha reportado que la
biodisponibilidad de la avena depende también de la secuencia que presentan
los aminodacidos de sus péptidos. Ma et al. (2018) observaron que un péptido de

la globulina de avena, contiene elevadas cantidades de residuos de aminoacidos
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hidrofébicos como Leu, lle, Pro, Phe, Ser y Gly; aroméaticos como Tyr; sulfurados
como Met. Lo que puede ser la razdn de la actividad antioxidante de la avena.
Gholamhosseinpour y Hashemi (2018), determinaron la actividad
antioxidante de leche probidtica con Lactobacillus plantarum sometida a
ultrasonido (30 kHz, 100 W y 25% de amplitud) por 15 min previo a la
fermentacién, y encontraron que esta tecnologia mejoré significativamente
(P<0.05) la capacidad para inhibir el radical DPPH a comparacion de la muestra
donde no se aplico ultrasonido; con valores de 89.6% y 60%, respectivamente.
Estos autores mencionan que el ultrasonido propicio la liberacion de
compuestos antioxidantes. En cuanto a bebidas probioticas de lactosuero Nursiwi
et al. (2017) prepararon formulaciones de lactosuero-jugo de tomate, 10 % p/v
azucar, L. plantarum, L. acidophilus y 0.7% p/v pectina de alto metoxilo que con
15% de jugo de tomate y 85% de lactosuero se generd el mayor porcentaje de
actividad antioxidante (9.07%). Por su parte, Bulatovic et al. (2012) reportan un
45 — 50% de actividad antioxidante en bebidas con 60% lactosuero, 30% leche y
probidticos. Finalmente, un estudio de Alvarado Pérez et al. (2018) reporta
péptidos mayores a 11 kDa y menores a 3 kDa en los productos de la hidrolisis
de lactosuero con Bacillus subtilis con un porcentaje de actividad antioxidante de
82.33 y 76.54%, respectivamente. Quizas en el presente trabajo se dieron
condiciones similares a las encontradas por esos autores, de tal manera que la
combinacién de lactosuero, avena y tratamiento ultrasonico resultara en las
condiciones favorables para tener las actividades antioxidantes que se mostraron

en la presente investigacion.
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Lo anterior sugiere continuar con este tipo de investigacion enfocada al
estudio de las fracciones peptidicas que contengan las actividades antioxidantes
y los factores que las afecten.

Analisis Sensorial

La aceptacion sensorial de las bebidas probitticas de lactosuero/avena
estuvo entre 1.74 + 0.167 y 2.56 + 0.177, de una escala heddnica de 5 puntos,
donde 5 se refiere a me gusta mucho, 4 a me gusta ligeramente, 3 a ni me gusta
ni me disgusta, 2 a me disgusta ligeramente y 1 a me disgusta. Por lo que se
podria decir que en general, la aceptacion fue baja (Cuadro 10). Posiblemente
debido al sabor fuerte del lactosuero/avena fermentados. No existio efecto de la
proporcion lactosuero/avena (P=0.05), tiempo de ultrasonido (P=0.06) ni
interaccion de factores (P=0.06) sobre la aceptacién sensorial de las bebidas
probidticas. Por otro lado, el analisis de chi cuadrada mostr6 que si hubo
asociacion (P=0.01) entre el tratamiento y la aceptacion sensorial de los
panelistas.

En el analisis de correspondencia (Gréfica 1) se muestra que las bebidas
con mayor correspondencia a “gusta”, “indiferente” y “disgusta” fueron 50/50/3,
50/50/0 y 35/65/0, respectivamente.

Mientras tanto, las formulaciones 35/65/3, 50/50/10, 35/65/10, 65/35/3,
65/35/0 y 65/35/10 tuvieron mas correspondencia fue con la categoria “disgusta”.
Cabe mencionar que hubo similitud entre las dos Ultimas formulaciones

mencionadas.
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Cuadro 10. Efecto de la proporcion lactosuero/avena y tiempo de ultrasonido en
la aceptacion sensorial de bebidas probiéticas (media + E.E.)

Proporcion i
Ultrasonido ., -
lactosuero/avena ) Aceptacion sensorial
(% viv)! (min)
35/65 0 1.88 +0.1422
50/50 0 2.56 £ 0.1772
65/35 0 2.19 £ 0.1602
35/65 3 2.00 £ 0.1702
50/50 3 2.23 £0.1942
65/35 3 2.05 +£0.1702
35/65 10 1.74 +0.1672
50/50 10 1.77 +0.1192
65/35 10 2.21 £ 0.1682

140 kHz, 11 W/cm?

2 Escala hedénica: 5 = me gusta, 4 = me gusta ligeramente, 3 = ni me gusta ni me disgusta, 2 =
me disgusta ligeramente, 1 = no me gusta

a@Medias con diferente literal indican diferencia significativa (P<0.05).
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Grafica 1. Analisis de correspondencia de la aceptacién sensorial realizada por
43 panelistas no entrenados y el tratamiento aplicado a bebidas
probidticas de lactosuero/avena. Los tratamientos corresponden a % v/v
lactosuero / % avena / min de ultrasonido (40 kHz, 11 W/cm?).
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La probabilidad para la asociacién entre la aceptacion sensorial y la
proporcién lactosuero/avena; y con el tiempo de ultrasonido, tuvo valores justo
por debajo de 0.15.

Lo que podria indicar una tendencia a la asociacion (0.05<P<0.15). Por lo
gue se sugiere que en futuros estudios se modifique el tamafio de muestra o se
agreguen otros factores al modelo de estudio. De esta manera, el valor de los
residuales puede cambiar y asi obtener valores de P< 0.05.

Tomando en cuenta el rango de tendencia propuesto, la proporcion
lactosuero/avena tuvo cierta asociacion con el nivel de aceptacion (P=0.15). Al
igual que la aplicacion y/o el tiempo de ultrasonido (P=0.09). De tal manera que,
para el primer caso, la proporcion lactosuero/avena con mas correspondencia a
“‘gusta” fue 65/35, seguida de 50/50, ademas hubo similitud entre ellas. La
proporcion 35/65 fue la menos aceptada ya que fue la que tuvo mas
correspondencia con “disgusta” que las otras (Grafica 2). Para el segundo caso,
los resultados reflejaron que el nivel de ultrasonido mas correspondiente a “gusta”
fue el de 3 min (MedioUS), a “indiferente” el de 0 min (SinUS) y a “disgusta” el de
10 min (AltoUS) (Gréfica 3).

En lo que respecta a los panelistas hombres y la aceptacion sensorial de
las bebidas probidticas, no hubo diferencia significativa ni tendencia (P=0.23).

Pero en las panelistas mujeres, si se presentd tendencia a la asociacion
entre los tratamientos y el nivel de aceptacion (P=0.07).

Los resultados (Gréfica 4) muestran que la bebida con mayor
correspondencia a la categoria “gusta” fue la de 50/50/3 y no tuvo similitud con

las demas.
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Grafica 2. Analisis de correspondencia de la aceptacion sensorial realizada por
43 panelistas no entrenados y la proporcién lactosuero/avena en bebidas
probidticas. Los tratamientos corresponden a 35/65 = 35 % v/v lactosuero
con 65 % v/v avena; 50/50 = 50 % v/v lactosuero con 50 % v/v avena; 65/5
= 65 % v/v lactosuero con 35 % v/v avena.
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Grafica 3. Analisis de correspondencia de la aceptacién sensorial realizada por
43 panelistas no entrenados y la aplicacion de diferente tiempo ultrasonido
en bebidas probidticas de lactosuero/avena. El tiempo de ultrasonido (40
kHz, 11 W/cm?) corresponde a SinUS = 0 min; MedioUS = 3 min; AltoUS
=10 min.
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Las formulaciones 50/50/0 y 65/35/0 fueron las mas cercanas a
“‘indiferente” y las bebidas menos aceptadas y correspondientes a “disgusta”
fueron 35/65/10 y 65/35/3, esta ultima tuvo similitud con 35/65/3. Pero, no hubo
asociacion ni tendencia a esta en la aceptacion y la proporcion lactosuero/avena
o el tiempo de ultrasonido (P=0.23 y P=0.22, respectivamente).

Para analizar la influencia del ultrasonido en la aceptacién sensorial de
bebidas lacteas, se han reportado efectos positivos y negativos. Por ejemplo,
Jeli¢i¢ et al. (2012) encontraron que el lactosuero con ultrasonido (24 kHz, 400
W a 100% de amplitud) a 45 °C durante 8 min, tuvo mejor aceptacion sensorial
gue el lactosuero fresco y el pasteurizado. Los panelistas expresaron que las
muestras ultrasonicadas dejaban mejor sensacion en la boca que aquellas que
no se ultrasonicaron.

Sfakianakis y Tzia (2017) elaboraron yogurt a partir de leche
homogenizada con ultrasonido (20 kHz, 375 W y 50% de amplitud), por 10 min o
de forma convencional a 30 MPa. Observaron que la aceptacion general fue
menor en las muestras con ultrasonido, lo cual atribuyeron a la presencia de un
sabor desagradable dominante. Marchesini et al. (2015) también encontraron un
efecto negativo sobre el sabor de la leche, al aplicar ultrasonido (24 kHz y 160.4
J/s) durante mas de 100 s. Debido al desarrollo de sabores metalicos, a
“‘quemado” y gomosos causados por la presencia de compuestos volatiles como
acido dodecanoico, acido octanoico, 6-dodecalactona y éster metilico del 4cido

decanoico.
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Grafica 4. Analisis de correspondencia de la aceptacion sensorial realizada por
25 panelistas mujeres no entrenadas y el tratamiento aplicado en bebidas
probidticas de lactosuero/avena. Los tratamientos corresponden a % v/v
lactosuero / % avena / min de ultrasonido (40 kHz, 11 W/cm?).
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Adicionalmente, Riener et al. (2009) y Chouliara et al. (2010) reportaron la
percepcidn de estos mismos sabores en leche sonicada (24 kHz, 400 W) por 15
miny (24 kHz y 200 W) por 2 min, respectivamente.

Sin embargo, Vercet et al. (2002) comprobaron que el sabor a “quemado”
en leche manotermosonicada (20 kHz, 117 pm, 2 kg/cm?) a 40 °C por 12 s, dejé
de ser percibido después de fermentar la leche para elaborar yogurt batido. Estos
investigadores infieren que lo anterior, probablemente se debi6 a que los
compuestos de aroma y sabor producidos por la fermentacién lograron
enmascarar el sabor desagradable de la leche manotermosonicada. Tal vez lo
antes mencionado haya sucedido en la presente investigacion, al no haberse
presentado diferencia (P<0.05) entre las muestras con y sin aplicacion de
ultrasonido. Similar a lo encontrado en el presente estudio Martini y Walsh (2012)
tampoco encontraron influencia en la evaluacion sensorial de lactosuero con
ultrasonido (20 kHz y 15 W) por 15 min contra lactosuero sin tratamiento.

En cuanto a la influencia de la proporcion de lactosuero en una bebida
probidtica, Castro et al. (2013b) encontraron que la cantidad de lactosuero tuvo
influencia significativa (P<0.05) en la aceptacion sensorial. Evaluaron la adicion
de 0, 20, 35, 50 0 80% v/v de lactosuero y completaron el volumen con leche.
Ellos encontraron que el 35% v/v de lactosuero fue el mas aceptado. A diferencia
de la presente investigacion, estos autores, encontraron buena aceptacion
sensorial con un promedio de 7.0 en una escala heddnica de 9 puntos. Pero cabe
mencionar que no fue una bebida fermentada, ademas de que la cantidad de
azucar, adiciéon de pulpa de fresa y colorante pudieron haber influido de forma

positiva en la aceptacion de ese producto. Por otra parte, y en concordancia con
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la proporcion 50% lactosuero y 50% avena que fue la més aceptada, Wan y Xu
(2018) realizaron un estudio preliminar para la formulacion de una bebida de [3-
glucano de avena y asilado de proteina de lactosuero. Reportaron que la
combinacién mas aceptada fue la proporcion 1:1, no mostraron la evaluacion,
solo el resultado.

Finalmente, de forma global las bebidas del presente estudio no fueron
muy bien aceptadas. Alrededor del 67% de las frecuencias de aceptacion
estuvieron dentro de las categorias “no me gusta” y “me disgusta ligeramente”.
Rothman (2007) sugiere que cuando el porcentaje de disgusto para un atributo
es mayor al 40%, se deben hacer cambios en la formulacion para mejorar la
aceptacion sensorial. Entre los comentarios que emitieron los panelistas se
encuentran que tenian un sabor muy acido, desagradable y fuerte. Estos
comentarios concuerdan con la evaluacion sensorial realizada por Sharma et al.
(2017), donde los panelistas expresaron que las bebidas presentaban acidez y
sabor picante. Estos autores formularon una bebida probiotica con Lactobacillus
acidophilus NCDC 291, Lactobacillus bulgaricus NCDC 304, concentrado de
proteina de lactosuero, avena y glucosa. Pero después de analizar la aceptacion
sensorial, decidieron adicionar el lactosuero fermentado con pulpa de mango en
diferentes proporciones 1:1, 2:1 o 3:1, respectivamente. El resultado del analisis
sensorial revel6 que, a mayor cantidad de bebida fermentada, menor
aceptabilidad. Por lo que eligieron una proporciéon 1:1y esta no afecto la viabilidad
de los probioticos. Bobkova et al. (2016) observaron que el saborizante de fresa
fue el méas apropiado para tal efecto y ademas recomiendan la adicion de azUcar

o edulcorante en una proporcion del 5 al 11%. Buriti et al. (2014) encontraron que
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en una bebida probittica de lactosuero, la adicion de 15% p/v de pulpa de
guayaba y 1.5% p/v de galactomanano se consiguié mayor aceptacidén, con un
valor de 8.50 en una escala heddnica de 9 puntos.

Por lo anteriormente expuesto, se podria mejorar la aceptacion sensorial
de las bebidas probibticas de lactosuero/avena, aumentando la cantidad de
azucar, incluyendo otros ingredientes como saborizantes, pulpas de frutas,

edulcorantes, etc.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que la combinacién lactosuero/avena con y sin ultrasonido es
adecuada para la formulacion de bebidas probitticas con L. casei ya que fue
posible generar las condiciones adecuadas para obtener un crecimiento
bacteriano deseable para bebidas probiéticas, de 10’ a 108 UFC/mL. La
formulacion probidtica con 50% v/v lactosuero, 50% v/v avena y pre-tratamiento
de ultrasonido por 3 min mostré buenos resultados de crecimiento de L. casei,
actividad antioxidante y aceptacion sensorial. Se encontré que la interaccion del
tiempo de ultrasonido y la proporcion lactosuero/avena favorecieron la actividad
antioxidante siendo ésta mayor cuando la proporcion de avena en la bebida fue
50% o mas. Aungue en la aceptacion sensorial de las bebidas, la proporcion
lactosuero/avena no afecto significativamente la aceptacion y ésta no fue alta, se
observo asociacion entre las bebidas 50/50 con 3 min de ultrasonido y la
categoria “gusta”. Se recomienda mejorar sensorialmente las bebidas probidticas
de lactosuero/avena con y sin ultrasonido considerando la caracterizacion

fisicoquimica; y un analisis funcional y sensorial mas amplio.
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RESUMEN
ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD VS. PASTEURIZACION EN LAS

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y FUNCIONALES DE LACTOSUERO Y DE
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La finalidad de esta investigacion fue evaluar la influencia del ultrasonido
y compararlo con la pasteurizacion sobre propiedades microbiolégicas vy
antioxidantes del lactosuero y sobre propiedades antioxidantes y fiscoquimicas
de bebidas de lactosuero-avena. En la primera etapa se aplicaron seis
tratamientos en lactosuero: ultrasonido (40 kHz y 11 W/cm?) a 25 0 55 °C por 3 o
10 min (U25/3, U25/10, U55/3, U55/10, respectivamente); pasteurizacion a 65 °C
por 30 min (P65/30) y a 72 °C por 15 s (P72/15). En la segunda etapa, se
formularon bebidas de lactosuero-avena y se aplicaron tres tratamientos:
ultrasonido (24 kHz a 20°C) por 15 min a 23 W y a 154 W, y pasteurizacion a
65°C por 30 min. Todas las muestras de lactosuero fueron inocuas (cero
UFC/mL). La mayor (P<0.05) actividad antioxidante en lactosuero se generé con
3 min de ultrasonido (40 kHz y 11W/cm?) a 25y 55 °C con valores de 1.70 y 1.87
mM equivalente Trolox/mL, respectivamente. No se encontro efecto (P >0.05) de
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la intensidad del ultrasonido (23 W y 54 W) sobre las caracteristicas
fisicoquimicas, la composicion proximal y la actividad antioxidante de las bebidas
de lactosuero-avena. Sin embargo, se observé diferencia entre las bebidas
sonicadas y la bebida pasteurizada. Las bebidas ultrasonicadas presentaron
mayor tendencia al color verde y al amarillo, mayor contenido de grasay actividad
antioxidante, y menor de ceniza y carbohidratos que la bebida pasteurizada. Se
concluye que el ultrasonido es superior a la pasteurizacion en la mejora de la
actividad antioxidante del lactosuero y de las bebidas de lactosuero-avena sin

efectos determinantes en la calidad fisicoquimica y proximal.
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ABSTRACT
HIGH INTENSITY ULTRASOUND VS. PASTEURIZATION ON
PHYSICOCHEMICAL AND FUNCTONAL PROPERTIES OF WHEY-OAT
BEVERAGES
BY:
ANA LUISA HERRERA PONCE

The aim of this research was to evaluate the influence of ultrasound and
compare it with pasteurization on the microbiological and antioxidant properties
of whey and on the antioxidant and physicochemical properties of whey-oat
beverage. In the first stage six treatments were applied to whey: ultrasound
(40kHz, 11 W/cm?) at 25 or 55 °C for 3 or 10 min (U25/3, U25/10, U55/3, U55/10,
respectively) or pasteurization at 65 °C for 30 min (P65/30) or 72 °C for 15 s
(P72/15). In the second stage, whey-oat beverages were formulated and three
treatments were applied: ultrasound (24 kHz at 20 °C for 15 min) at 23 W and at
154 W and pasteurization at 65°C por 30 min. All the whey samples were
innocuous (zero UFC/mL). The highest (P<0.05) antioxidant activity in whey was
generated with 3 min of ultrasound (40 kHz, 11W/cm?) at 25 and 55 °C with values
of 1.70 and 1.87 mM equivalent Trolox/mL, respectively. No effect (P >0.05) of
ultrasound intensity (23 W and 54 W) was found on the physicochemical
characteristics and the proximal composition of the whey-oat beverages.
However, a difference was observed between the sonicated beverages and the
pasteurized or control beverage. The ultrasound beverages had a greater
tendency to green and yellow color, higher fat content, and less ash and

carbohydrates than the pasteurized beverage. It is concluded that ultrasound is

110



superior to pasteurization in improving the antioxidant activity of whey and of
whey-oat beverages without detrimental effects on the proximal composition

physicochemical quality.
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INTRODUCCION

La demanda de alimentos minimamente procesados ha aumentado en los
ultimos afos. Por lo que tanto la comunidad cientifica como la industrial estan en
constate busqueda y evaluacién de tecnologias de conservacion que mantengan
0 mejoren las caracteristicas nutricionales, funcionales y sensoriales de los
alimentos (Kresi¢ et al., 2008). Entre las nuevas tecnologias, también llamadas
tecnologias emergentes, que se han desarrollado y que tienen potencial para
usarse en la industria de los alimentos se encuentra el ultrasonido. La tecnologia
del ultrasonido es econOmica y amigable con el medio ambiente que se ha
aplicado con excelentes resultados a una variedad de alimentos como jugos de
frutas, carne, cereales y lacteos entre otros (Pefla-Gonzalez et al., 2017; Cui et
al., 2019; Ragab et al., 2020; Zaho et al., 2020). Se ha reportado que con la
aplicacion de ultrasonido se obtiene la misma inocuidad que con tratamientos
térmicos como la pasteurizacion, pero sin pérdida o deterioro de propiedades de
calidad fisicoquimica y nutricional (Erkaya et al., 2015).

El uso de ultrasonido en lactosuero se ha estudiado ampliamente para
mejorar su inocuidad y las propiedades funcionales y nutricionales (Jelici¢ et al.,
2012; Jiang et al., 2018; Hemar et al., 2019). Se ha reportado que el ultrasonido
en leche, provoca la disminucién del tamafio de los globulos de grasa con lo cual
se mejora la homogeneizacion y la estabilidad de la leche durante el
almacenamiento y hasta el consumo de bebidas lacteas (Komes et al., 2017).
Esta reduccion de tamafio es totalmente dependiente de la potencia y la
temperatura de ultrasonido (Gregersen et al., 2019). Ademas, se ha demostrado

gue la energia (W/l) de ultrasonido aplicada al medio (lactosuero) tiene mayor
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efecto sobre los cambios estructurales en las proteinas que los efectos de la
temperatura o el tiempo de exposicion (Abadia-Garcia et al., 2016).

La mejora de las propiedades funcionales, es debida a la liberacién de
péptidos bioactivos o biopéptidos (Madureira et al., 2010) y para tal efecto, se ha
comprobado que el ultrasonido es rapido y eficiente (Uluko et al., 2013). Los
biopéptidos  del lactosuero tienen  propiedades  antihipertensivas,
hipocolesterolémicas, antioxidantes, entre otras (Madadlou y Abbaspourrad,
2018). Estos compuestos con actividad antioxidante (Alrahmany et al., 2013;
Nakurte et al., 2013) y antihipertensiva (Cheung et al., 2009) también se han
encontrado en avena. Y en este sentido se han formulado bebidas de lactosuero
con avena con propiedades funcionales (Amiruddin et al., 2020)

En base a lo anterior, el objetivo de este estudio fue comparar la
pasteurizacion contra el ultrasonido en la calidad microbiolégica y la capacidad
antioxidante del lactosuero, asi como en las propiedades antioxidantes y

fisicoquimicas de bebidas de lactosuero-avena.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se dividio en dos etapas. En la primera se preparé y se analizd
el lactosuero como materia prima para la preparacion de bebidas de lactosuero-
avena. Las determinaciones realizadas en el lactosuero fueron analisis
microbiolégicos y actividad antioxidante. En la segunda etapa se prepararon y
analizaron bebidas de lactosuero-avena. En estas bebidas se realizd andlisis
proximal, fisicoquimico, sensorial y la capacidad antioxidante.
Primera Etapa. Obtencién y Anédlisis del Lactosuero

Obtencion del lactosuero. Para obtener lactosuero se siguio la
metodologia para la elaboracion de queso fresco de Villegas de Gante (2012).
Se partié de leche fresca fluida de vacas sanas raza Holstein del establo de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua. La
leche se filtré con tela tipo manta para eliminar materia extrafia. Se pasteurizé a
65 °C por 30 min, se enfri6 a 42 °C y se agregdé CaCl, (20 g/100 L), se
homogeneiz6 mezclando la leche con movimientos en forma de ocho con un
cucharén. Se enfrié a 34 °C para agregar la renina (Cuamix® CHR Hansen) en
una concentracion de 15 mL/100 L. Se dejo reposar 90 min, manteniendo la
temperatura en 32 °C. Una vez formada la cuajada, se cortd suavemente en
cuadros de 1 cm por 1 cm, para mejorar la sinéresis de la red proteica del cuajo
y posterior liberacion del lactosuero. Se dejé reposar 15 min y se redujo el tamafio
de los coagulos de leche muy suavemente con una cuchara grande. Se calent6
lentamente (elevando 1 °C cada 5 min) hasta 39 °C y se dejo6 reposar nuevamente
durante 15 min. Se desuer6 con la ayuda de tela de algododn. El lactosuero

obtenido se colocd en frascos de vidrio estériles con rosca, se enfrié en un bafo
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de agua con hielo. Inmediatamente se aplicaron los tratamientos de ultrasonido
0 pasteurizacion, segun correspondiera. Se realizaron los analisis
microbioldgicos y se obtuvo el extracto soluble. Esto ultimo, mediante la doble
centrifugacion (Beckman Coulter. Modelo Avanti J-26 XP1. Serie JXT12H22.
Indianapolis, E. U. A.) a 4,000 x g (5,75 rpm) por 30 min y 4 °C. El extracto se
filtr6 con membranas de 2.5 pm (Whatman #42) mediante el uso de matraz,
embudo de filtracion y bomba de vacio. Posteriormente, el filtrado obtenido se
paso6 por una membrana (filtros de 0.2 p) vy, el producto resultante se coloc6 en
tubos de plastico de 1 mL con tapa y fondo conico para ser almacenados a -20
°C hasta los andlisis.

Tratamientos. Se disefiaron seis tratamientos para comparar el efecto del
ultrasonido contra la pasteurizacion, sobre las propiedades microbiolégicas y
capacidad antioxidante del lactosuero. Los tratamientos de ultrasonido fueron
cuatro, integrados por la combinacion de dos temperaturas: 25 o 55 °C y dos
tiempos de ultrasonido: 3 o 10 min. Los tratamientos fueron codificados de la
siguiente manera: 25/3US, 25/10US, 55/3US y 55/10US, haciendo referencia a
la temperatura y tiempos de ultrasonido, respectivamente. Para la pasteurizacion
se usaron dos tipos de esta tecnologia: baja y alta. La primera se codificé con PB
y correspondio a 65 °C durante 30 min, y la segunda como PA referente a 75 °C
durante 15 s (Cuadro 11).

La sonicacion de las muestras contenidas en frascos de vidrio de 1 L
(Pyrex®) se realizé en un bafio ultrasénico (Branson® 1510R-MTH, Branson
Ultrasonic Corporation. Danbury, CT, E.U.A.) con una capacidad de 2.25 L (15 x

15 x10 cm).
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Cuadro 11. Tratamientos empleados para determinar el efecto del ultrasonido y
la pasteurizacion en la calidad microbiolégica y actividad antioxidante de
lactosuero bovino

Temperatura Tiempo de ultrasonido

Cddigo Tratamiento °C) (min)
25/3US Ultrasonido? 25 3
25/10US Ultrasonido? 25 10
55/3US Ultrasonido? 55 3
55/10US Ultrasonido? 55 10
PB Pasteurizacion 65 30
PA Pasteurizacion 72 15s

125/3US = 25°C y 3 min de US; 25/10US = 25°C y 10 min de US; 55/3US = 55°C y 3 min de US;
55/10US =55°C y 10 min de US; PB = Pasteurizacién baja 65°C por 30 min; PA = Pasteurizacién
altaa 75 °C por 15 s.

US = Ultrasonido 40 kHz y 11 W/cm?
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Se usaron 1000 mL de agua destilada como medio de difusion durante la
sonicacion. El tratamiento ultrasénico se llevé a cabo a una frecuencia de 40 kHz
y una intensidad de 11 W/cm?. Durante la aplicacién de ultrasonido, se mantuvo
la temperatura del agua a 4 °C mediante el uso de un termémetro digital y hielo
de agua destilada. Cabe mencionar que se uso6 este equipo de ultrasonido por
ser de alta intensidad y debido a su disponibilidad en la Facultad de Zootecnia y
Ecologia, en ese momento.

Los tratamientos de pasteurizacion se llevaron a cabo en una estufa de
gas, colocando el lactosuero en una olla de acero inoxidable con tapa y
monitoreando la temperatura con un termémetro digital. Las condiciones
empleadas fueron 65 °C por 30 miny 75 °C por 15 s,

Andlisis microbiologico. Con base a los requisitos para bebidas
saborizadas no alcohdlicas, establecidos por la Secretaria de Salud en México.
Se realizo la determinacion de hongos, levaduras (ISO 6611:2004) y coliformes
totales (ISO 4832:2006) en lactosuero de leche no comercial. La muestra se agitd
manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco de 30 cm
efectuados en un tiempo de 7 seg, se tom6 1 mL de la muestra y se diluy6 con 9
mL del diluyente (buffer de fosfatos, pH 7), evitando el contacto entre la pipeta y
el diluyente. Posteriormente, se transfirid 1 mL de la diluciéon primaria, en otro
tuvo estéril conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril (9 mL),
evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente. Esto mismo se realiz6 hasta
tener 10 diluciones. Para hongos y levaduras, se colocé por duplicado en cajas
Petri 1 mL de la muestra liquida directa o de la diluciébn (cada dilucion por

separado), se vertieron de 15 a 20 mL de agar papa dextrosa acidificado, fundido
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y mantenido a 45 £ 1 °C en un bafio de agua. Se mezclé cuidadosamente el
medio con seis movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las
manecillas del reloj, seis en el sentido contrario y seis de atras para adelante.
Para permitir que la mezcla se solidificara, se dejaron las cajas Petri reposar
sobre una superficie horizontal fria. Adicionalmente, se prepar6 una caja control
con 15 mL de medio, para verificar a esterilidad. Se invirtieron las cajas y se
colocaron en la incubadora a 25 = 1°C. Se contaron las colonias de cada placa
después de 3, 4 y 5 dias de incubacién. El mismo procedimiento se siguié para
el conteo de coliformes totales, pero se us6 agar rojo violeta bilis lactosa y el
tiempo y temperatura de incubacion fue de 35°C durante 24 + 2 h.

Actividad antioxidante. Se partio del extracto soluble del lactosuero y de
las bebidas lactosuero-avena. La determinacion de la actividad antioxidante se
realiz0 mediante la metodologia del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
siguiendo lo reportado por Thaipong et al. (2006) con ligeras modificaciones. Se
preparé una solucién stock metandlica (J.T. Baker®) 0.6 mM de DPPH, se
almaceno en un frasco ambar y se congel6 a -20 °C hasta su uso. Para preparar
la solucion de trabajo se tomaron 10 mL de la solucion stock y se mezclaron con
45 mL de metanol para llegar a una absorbancia de 1.1 + 0.02. Para la
determinacién se colocaron 150 pL de muestra (o estandar: Trolox) y 2850 uL de
la solucion de trabajo DPPH en frascos ambar y se dejaron reposar 24 h en la
oscuridad a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, se colocé cada
muestra en una celda de cuarzo y se leyd la absorbancia a 515 nm en un
espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japon). La actividad antioxidante se

reporté como mM equivalente Trolox/mL, empleando la absorbancia obtenida y
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sustituyendo en la ecuacion de la recta. Esta Ultima se generd a partir de una
curva de calibracion con Trolox en la que se us6 un rango de concentracion de
0.01 a 1.0 mM Trolox/mL.
Segunda Etapa. Preparacion y Evaluacién de Bebidas de Lactosuero-Avena
Formulacion. Para elaborar las bebidas de lactosuero-avena, se obtuvo
lactosuero con la metodologia para la elaboracion de queso fresco de Villegas de
Gante (2012). Se parti6 de leche comercial fluida entera pasteurizada (Lala®). Se
calent6 a 42 °C y se agregé CacClz (20 g/100 L), se homogeneizé mezclando la
leche con movimientos en forma de ocho con un cucharon. Se enfrié a 34 °C para
agregar la renina (Cuamix® CHR Hansen) en una concentracién de 15 mL/100 L.
Se dej6 reposar 90 min, manteniendo la temperatura en 32 °C. Una vez formada
la cuajada, se cortd suavemente en cuadros de 1 cm por 1 cm, para mejorar la
sinéresis de la red proteica del cuajo y posterior liberacion del lactosuero. Se dejo
reposar 15 min y se redujo el tamafio de los coagulos de leche muy suavemente
con una cuchara grande. Se calento lentamente (elevando 1 °C cada 5 min) hasta
39 °C y se dejo reposar nuevamente durante 15 min. Se desueré con la ayuda
de tela de algoddn. Del lactosuero obtenido, se tomaron 40 mL para obtener el
extracto soluble mediante doble centrifugacion (Beckman Coulter. Modelo Avanti
J-26 XP1. Serie JXT12H22. Indianapolis, E. U. A.) a 4,000 x g (5,75 rpm) por 30
min y 4 °C. El extracto se filtr6 con membranas de 2.5 um (Whatman #42)
mediante el uso de matraz, embudo de filtracion y bomba de vacio.
Posteriormente, el filtrado obtenido se pasé por una membrana (filtros de 0.2 L)
y, el producto resultante se colocé en tubos de plastico de 1 mL con tapa y fondo

cénico para ser almacenados a -20 °C hasta los andlisis. Del lactosuero restante
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se tomd el volumen necesario para mezclarse con la bebida de avena. La cual
se obtuvo como lo reporté Herrera (2013). Se partio de granos de avena forrajera
(Avena sativa var. Karma) adquiridos con un proveedor local (Semillas
Purasangre, Cuauhtémoc, Chih.). La avena se enjuagd con agua corriente y se
puso a remojar en recipientes de plastico con agua destilada durante 12 h
cambiando el agua cada 4 h. Se drend y los granos de avena se colocaron en un
recipiente de plastico con una capa superior e inferior de algodén humedecido y
se dejaron germinar a temperatura ambiente (~25 °C) durante 72 h o hasta la
emergencia de 1 cm del coledptilo (protuberancia que dara origen a una nueva
planta). Se hizo una modificacion a la metodologia que consistié en proteger la
avena de la luz durante el proceso de germinacién y manteniendo humedecido
el algodon, asperjando agua cada 24 h. La avena germinada se extendié en
charolas de acero inoxidable y se colocé en un horno de conveccién mecéanica
(603 Napco Scientific Company, E.U.A.) a 45 °C por 20 h. Posteriormente la
avena se transfirio a un horno convencional con corriente de aire (SLGS/12SC
Southbend, E.U.A.) a 95 °C por 3 h para obtener avena malteada. Esta se molio
(Retsch. Modelo LC-170. Haan Alemania) y se us6 una malla de 1 mm. En un
matraz Erlen Meyer (250 mL) con rosca se preparo la bebida de avena malteada
con 5% p/v (el volumen se completd con agua purificada, Epura ®) de harina y
se colocé en un bafio maria eléctrico (1203 VWR Scientific, E.U.A.) a 90 °C por
60 min y después en un bafio de agua a 50 °C por 30 min. La bebida de avena
se decantd, se refrigerd (4 °C) por 24 h y se volvié a decantar. Esta bebida de
avena se mezclé con lactosuero en una proporcion 1:1, se adicion6 5% de azucar

morena de cafa (Zulka®), 1.5% de saborizante natural vainilla (Molina®) y 1 0 2%
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p/v de inulina de agave. Se mezclo esta bebida con lactosuero en una proporcion
1:1, se adicion6 1.5% de azlcar morena de cafa (Zulka®) y 1.5% de saborizante
natural vainilla (Molina®) (definido previamente en el andlisis sensorial).
Analisis sensorial. Tomando en cuenta que, durante el desarrollo de
cualquier alimento, la aceptacion sensorial es un aspecto clave (Castro et al.,
2013Db). Se realiz6 una prueba afectiva de aceptacién sensorial como paso previo
a la aplicacion de tratamientos en bebidas de lactosuero-avena. Con el objetivo
de definir si era necesaria una reformulacién, ademas de definir el porcentaje de
saborizante natural vainilla (Molina®). Se adicion6 1.0, 1.5 o 2.0% v/v de
saborizante. El panel estuvo integrado por 59 panelistas no entrenados,
estudiantes y empleados de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la
Universidad Autdnoma de Chihuahua. De los cuales, 61% fueron hombres y 39%
mujeres, con un rango de edad de 15 a 41 afos (20 afios en promedio). El
reclutamiento fue via invitacion en areas comunes y en salones de clase. Los
criterios de seleccion de los panelistas se basaron en: 1) Ausencia de
enfermedades respiratorias; 2) consumidor habitual de productos lacteos; y 3)
interés por participar en la investigacion. La evaluacion se llevé a cabo en el
laboratorio de Analisis Sensorial de dicha Facultad, equipado con 12 cabinas y
se uso luz blanca fluorescente para la mejor observacion de las bebidas. Las
bebidas se elaboraron un dia antes de la evaluacién y se mantuvieron en
refrigeracion a 4 °C hasta la prueba. A cada panelista se le presentaron 30 mL
de cada bebida, colocadas en diferente orden y codificadas con numeros
aleatorios de tres digitos. Los panelistas calificaron la aceptacion del color, olor,

sabor, viscosidad y general. A través de una escala hedoénica de cinco puntos
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donde la calificacion 5 se refiere a “me gusta”, 4 a “me gusta ligeramente”, 3 a “ni
me gusta ni me disgusta”, 2 a “me disgusta ligeramente” y 1 a “no me gusta”
(Lawless y Heymann, 2010). El formato empleado se muestra en el Apéndice B.
Entre muestras, los panelistas descansaron durante 1 min y se enjuagaron la
boca con agua. Las muestras se presentaron en un disefio equilibrado (MacFie
et al., 1989).

Tratamientos. Para comparar el efecto de la aplicacion del ultrasonido
contra la pasteurizacion sobre las propiedades microbiolégicas y capacidad
antioxidante de las bebidas de lactosuero-avena se disefaron tres tratamientos
identificados como LSA/23, LSA/154, bebida de lactosuero-avena tratada con 23
0 154 W respectivamente, y LSA/P, bebida de lactosuero-avena con
pasteurizacion a 65 °C y 30 min.

Aplicacion de ultrasonido. Se aplico ultrasonido de sonda (Ultrasonic
Processor Hielscher UP400s) con un sonotrodo (Hielscher Sonotrode S24d22D)
de titantio de 22 mm de diametro, 430 mm? de area y 100 mm de longitud. A una
frecuencia de 24 kHz, durante 15 min a 23 y 154 W. Los parametros del equipo
fueron 10% de pulso y 100% de amplitud. La punta de la sonda se sumergio a
media profundidad, aproximadamente 3 cm hasta el fondo del vaso de
precipitado de 1 L que contenia 500 mL de bebida. La temperatura de la bebida
se mantuvo por debajo de la temperatura ambiental (25 °C).

Caracterizacion fisicoguimica. Las caracteristicas fisicoquimicas
evaluadas en las bebidas de lactosuero-avena fueron color, pH y acidez titulable.

El pH se midié con un medidor de pH (HANNA® Instruments). El pH se

determiné como la media de las lecturas tomadas en tres repeticiones.
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El color se midié usando un colorimetro Minolta Chroma Meter (CR-400
Konica Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Jap6n) basado en el sistema CIEL (L*, a*y
b*). El equipo fue calibrado previamente contra una placa blanca (Y= 94.00, x=
0.3155, y=0.3318). La medicion se realizo por triplicado colocando directamente
la apertura del medidor de forma vertical, en la superficie superior de las bebidas.

La acidez titulable se determiné siguiendo la técnica descrita en el AOAC
(947.05, AOAC, 1990).

Analisis proximal. El analisis proximal de las bebidas de lactosuero-
avena se realiz6 siguiendo los procedimientos del AOAC (1990) para la
determinaciéon de humedad (926.08, AOAC, 1990), ceniza (945.46, AOAC, 1990),
proteina (991.20, AOAC, 1990), grasa (989.05, AOAC, 1990) y carbohidratos,
este ultimo determinado por diferencia.

Actividad antioxidante. Se determind la actividad antioxidante del
extracto soluble de las bebidas de lactosuero-avena y de los ingredientes
mayoritarios que fueron el lactosuero y la avena. Se siguio la técnica del radical
acido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS), segun lo reportado
por Thaipong et al. (2006). Se preparo una solucion de ABTS 7.4 mM, disolviendo
0.038 g de sal aménica cristalizada de ABTS (Sigma Aldrich) y aforando con 10
mL de agua destilada. Posteriormente se prepararon 10 mL de una solucién de
persulfato de potasio 2.6 mM. Para generar el radical ABTS se mezclaron estas
dos soluciones y el producto se dej6 reposar en la oscuridad a temperatura
ambiente (25 °C) durante 14 h (solucion stock). De esta solucion se tom6 1.8 mL
para obtener absorbancia de 1.1 + 0.02, al adicionar metanol. En frascos de vidrio

ambar se colocaron 150 pL de muestra o estandar Trolox y 2850 uL de la solucién
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de trabajo ABTS, se dejaron reposar durante 2 h en la oscuridad a temperatura
ambiente. La muestra se vertié en una celda de cuarzo de 4 mL y se ley6 la
absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japon).
La actividad antioxidante se report6 como mM equivalente Trolox/mL, empleando
la absorbancia obtenida y sustituyendo en la ecuacion de la recta. Esta Ultima se
genero a partir de una curva de calibracién con Trolox en la que se usé un rango
de concentracién de 0.01 a 1.0 mM Trolox/mL. Se prepararon estandares de
Trolox en un rango de concentracion de 0.01 a 1.0 mM Trolox/mL y se siguio6 la
misma metodologia de actividad antioxidante.
Analisis Estadistico

Las variables de respuesta pH, acidez, color (L*, a*y b*), analisis proximal,
actividad antioxidante y analisis sensorial en lactosuero, avena o bebidas de
lactosuero-avena de este estudio fueron evaluadas mediante un analisis de
varianza de una via, utilizando el procedimiento del modelo lineal generalizado
del paquete SAS (SAS, 2006), con el siguiente modelo estadistico (Ecuacion 3):

Yis U+ 5+ 2jj (Ecuacion 3)

Donde: yi= variable de respuesta medida en la repeticion j del
tratamiento i, y= media general, 7= efecto del tratamiento i, y 2j= error aleatorio
de la repeticion j del tratamiento i. Cuando el efecto de un factor fue significativo

(P<0.05) se realiz6 la comparacién multiple de medias de Tukey.

Es importante mencionar que los resultados del analisis sensorial al ser
valores categoricos en escala ordinal (1 a 5), dificilmente alcanzan el supuesto

de normalidad que exige el ANOVA. Por ello, y para mayor seguridad en los
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resultados, los datos se analizaron adicionalmente mediante una técnica no
paramétrica, la Prueba Exacta de Fisher, la cual tolera frecuencias absolutas
menores a 5 en las celdas de la tabla de contingencia y no requiere ningan
supuesto distribucional; para ello se utilizé el procedimiento FREC (SAS, 2006) y
posteriormente, cuando la asociacion fue significativa (P<0.05) o mostré alguna
tendencia (0.05<P<0.15), se realiz6 un Andlisis de Correspondencias. Con el
objetivo de observar el grado de similitud entre tratamientos y el nivel de
correspondencia de tratamientos con los niveles de respuesta de aceptacidon

sensorial, usando para ello el procedimiento CORRESP de SAS (SAS, 2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Primera Etapa. Evaluacion del Lactosuero

Lactosuero. Se obtuvo un rendimiento del 88.5 + 1.65% en la generacion
de lactosuero. En apariencia, el lactosuero present6 un color amarillos-verdoso,
tal cual lo establece la literatura (Carvalho et al., 2013; Baba et al., 2016). Este
color se ha atribuido a la riboflavina (vitamina B2) presente en el lactosuero
(Sheraz et al., 2014). También, de acuerdo con la literatura, el lactosuero
presentd un pH neutro (Gonzéalez Siso, 1996).

Analisis microbiologico. Los resultados del analisis microbiolégico de
leche y lactosuero (Cuadro 12) mostraron que la Unica muestra en la que se
presento crecimiento de coliformes totales fue en leche fluida sin pasteurizar, en
la cual se encontraron 2.33 £ 0.82 UFC/mL. Esto pudo ser debido a que se uso
leche que después de ser obtenida de la ordefia se almacend por 2 h en
refrigeracion a 4 °C en un tanque cuya carga microbial no se determind. En la
Unidn Europea el limite permitido de coliformes en leche fresca es <100 UFC/mL
(Jay et al., 2005). En Estados Unidos el limite de coliformes permitidos en leche
pasteurizada grado 'A' es de 10 UFC/mL (FDA, 2015). Mientras que, en la
Republica Mexicana, la Norma Oficial Mexicana 184 (NOM-184-SSA1-2002)
establece que los coliformes totales en productos pasteurizados pueden contener
un maximo de 10 UFC/mL estando el producto en la planta de proceso y un
maximo de 20 UFC/mL cuando esta en los puntos de venta. A pesar de que la
leche del presente estudio no era pasteurizada, se encontraba dentro de los
parametros marcados para productos pasteurizados. Aungue se pasteurizé como
parte del proceso de obtencién de lactosuero.
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Cuadro 12. Efecto del ultrasonido y la pasteurizacién en la calidad microbiologica
de lactosuero bovino (media + E. E.)

Tratamiento’ Mohos Levaduras Coliformes totales

(UFC/mL)  (UFC/mL) (UFC/mL)
25/3US 0 0 0
25/10US 0 0 0
55/3US 0 0 0
55/10US 0 0 0
PB 0 0 0
PA 0 0 0

Leche sin pasteurizar 0 0 2.33+0.82

125/3US = 25°C y 3 min de US; 25/10US = 25°C y 10 min de US; 55/3US = 55°C y 3 min de US;
55/10US =55°C y 10 min de US; PB = Pasteurizacién baja 65°C por 30 min; PA = Pasteurizacién
alta 75 °C por 15 s.

US = Ultrasonido 40 kHz y 11 W/cm?.
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En el presente estudio no fue posible evaluar la eliminacién o disminucion
de los mohos, levaduras por efecto del ultrasonido o pasteurizacion debido a que
hubo ausencia total de dichos microorganismos. Sin embrago, ya se ha
comprobado que el efecto bactericida del ultrasonido. Camerén et al (2009)
analizaron la efectividad del ultrasonido mediante la inoculacion de patdégenos
como Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Pseudomona fluorescens en
leche. Estos autores aplicaron ultrasonido (20 kHz, 750 W y 100 % de
amplitud=124 pm) durante 2.5, 5, 6 o 10 min. Reportaron que el ultrasonido es
efectivo en letalidad de patdgenos al eliminar el 100% de E. coli, 100% de L.
monocytogenes y 99% de P. fluorescens, al ser aplicado por 10, 6 y 10 min de
aplicacion, respectivamente. Erkaya et al., 2015 observaron que debido a la
termosonicacion (35 kHz a 70°C por 3 min) en ayran, una bebida oriental
formulada con leche acidificada, los niveles de hongos y levaduras fueron
menores a 1 Log UFC/mL durante el almacenamiento (30 dias a 4 °C) Ademas,
los resultados fueron similares cuando aplicaron menor tiempo y temperatura (60
°C por 1 min). La bebida control tuvo conteos de hongos y levaduras de 3.30 y
5.09 UFC/ml al dia 15 y 30 de almacenamiento, respectivamente.

Por su parte, JeliCi¢ et al. (2012) observaron que la termosonicacion (65.06
W/cm? a 55 °C por 8 min) de lactosuero fue mas efectiva en reducir la carga
microbiana (2.4 ciclos logaritmicos) de coliformes, mohos y levaduras, en
comparacion con la pasteurizacion (72 °C por 15 s 0 65 °C por 30 min). Ellos
concluyen que la letalidad de esta tecnologia se debe mayormente a la
temperatura que alcanzé la muestra (~ 70 °C). Barukdi¢ et al. (2015) también

usaron la combinacion ultrasonido y temperatura (480 W a 55 °C por 10 min) en
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lactosuero, encontraron que este tratamiento genera mejor calidad microbiol6gica
y sensorial que la pasteurizacion (65 °C por 30 min) reduciendo la carga
microbiana 2 ciclos logaritmicos. Estos autores atribuyeron tal efecto a una
sinergia entre la cavitacion del ultrasonido y la temperatura. De igual forma,
Juraga et al. (2011) probaron diferentes temperaturas (20, 40 y 60 °C), amplitudes
(120, 90 y 60 pm) y tiempos (6, 9 y 12 min) de ultrasonido (20 kHz) en leche y la
mayor reduccion fue con los niveles de ultrasonido a 60 °C, 120 pum por 12 min
al reducir 4.02 UFC/ml enterobacterias, dejando un conteo final de 1.06 UFC/mL.
Herceg et al. (2012) también observaron que la combinacion de los factores:
amplitud de las ondas de ultrasonido, tiempo y temperatura, son clave en la
inactivacion de bacterias. Al encontrar que las condiciones de ultrasonido (20
kHz) para la inactivacion en leche de S. aureus fueron 59.99 °C, 12 miny 117.27
um; y para E. coli. 59.99 °C, 12 min, 110.4 um. Por lo observado, fueron mas
susceptibles las bacterias Gram negativas (E. coli) que las Gram positivas (S.
aureus). En concordancia con estos autores, Gera y Doores (2011) observaron
mediante microscopia electrénica que posterior a la aplicacion de ultrasonido (24
kHz, 85 W/cm? y 100 um) en leche con microorganismos patégenos las células
de E. coli tuvieron mas dafio. La pared y la membrana celular presentaron
invaginaciones, vesiculas y rupturas por efecto del ultrasonido, ademas las
células se rompieron y el contenido celular se disperso. Mientras que en el caso
de Listeria monocytogenes las células solo se dividieron a la mitad, el contenido
celular no se dispers6 en el medio ni tuvieron invaginaciones o vesiculas. Sin
embargo, si se observo dafio celular. Mortazavi y Aliakbarlu (2019) también

analizaron el efecto antimicrobiano del ultrasonido (24 kHz, 400 W y 124 pm
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durante 15 min) en leche y encontraron que la poblacion de Salmonella
typhimurium y Listeria monocytogenes se redujo 1.6 y 0.7 ciclos logaritmicos,
respectivamente. Sin embargo, reportaron que la letalidad fue mas efectiva al
combinar ultrasonido con aceite esencial de canela, argumentando que esta
tecnologia puede dafiar las células bacterianas y asi aumentar la susceptibilidad
a ese aceite esencial.

Se ha encontrado que el efecto antimicrobiano del ultrasonido se debe a
gue la implosién de burbujas de aire, provocada por la cavitacion genera
porosidad en las membranas celulares por esfuerzos de corte, calor o generacion
de radicales libres. Ademas de que durante la fase de crecimiento de las burbujas
provocadas por el ultrasonido se genera estrés en la membrana celular
bacteriana (Runyan et al., 2006).

Actividad antioxidante. La aplicacion de 3 min de ultrasonido en
lactosuero tanto a 25 °C como a 55 °C fue significativamente mejor (P<0.05). Con
valores de 1.70 + 0.010 y 1.87 = 0.014 mM equivalente Trolox/mL,
respectivamente, que cuando se aplicaron 10 min de ultrasonido o
pasteurizacion. El tratamiento de 10 min de ultrasonido a 55 °C gener6 1.14 +
0.012 mM equivalente Trolox/mL y fue igual de efectivo que la pasteurizacion alta
y baja con 1.22 £+ 0.033 y 1.30 £ 0.097 mM equivalente Trolox/mL,
respectivamente. Finalmente, la combinacién de 10 min de ultrasonido a 25 °C
tuvo el menor efecto al registrar 0.41 + 0.052 mM equivalente Trolox/mL (Cuadro
13). Con los resultados anteriores se puede decir que, en las condiciones
estudiadas, la aplicacion de 3 min de ultrasonido fue mejor que 10 min, al generar

mayor actividad antioxidante.
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Cuadro 13. Efecto de la temperatura y tiempo de ultrasonido y la comparacién
con la pasteurizacion en la actividad antioxidante de lactosuero bovino
(media £ E. E.)

Tratamiento?! Actividad antioxidante (mM equivalente Trolox/mL)?
25/3US 1.70 £ 0.0102
25/10US 0.41 £ 0.052°¢
55/3US 1.87 £ 0.0142
55/10US 1.14 + 0.012°
PB 1.30 + 0.097"
PA 1.22 +0.033"

125/3US = 25°C y 3 min de US; 25/10US = 25°C y 10 min de US; 55/3US = 55°C y 3 min de US;
55/10US =55°C y 10 min de US; PB = Pasteurizacién baja 65°C por 30 min; PA = Pasteurizacién
altaa 75 °C por 15 s.

2Medida con la técnica del radical DPPH

ab.c Medias con diferente literal indican diferencia significativa (P<0.05)
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Con la aplicacion de 3 min de ultrasonido, no hubo efecto de la temperatura
(25 0 55 °C), mientras que a 10 min si y fue mejor a 55 °C que a 25 °C. Esto
puede deberse a que, a mayor tiempo de exposicion de ultrasonido, los cambios
estructurales causados en las proteinas no son los adecuados para la formacion
de péptidos antioxidantes (Chandrapala et al., 2011; Uluko et al., 2015). Se ha
reportado que los péptidos de tamafio medio son los mayormente responsables
de la captacion de radicales (Elmalimadi et al., 2017).

Estos péptidos se pudieron haber generado al aplicar 3 min de ultrasonido.
Mientras que a 10 min de ultrasonido o con la pasteurizacion, la degradacion de
las proteinas pudo haber sido mayor o se re agregaron las proteinas. Como lo
reportaron Chandrapala et al. (2011) al aplicar ultrasonido (20 kHz, 450 W y 50%
de amplitud) en lactosuero reconstituido durante 10, 20, 30 o 60 min. Estos
autores observaron que la entalpia de la solucién aumento y sugirieron que hubo
una re-agregacion de proteinas. Lo anterior debido a que la agregacion de
moléculas desnaturalizadas conlleva a la formacion de nuevos enlaces
intermoleculares por un aumento en la entalpia determinada en mediciones de
calorimetria diferencial de barrido (Choi et al., 2009). Shanmugam et al. (2012)
también observaron agregacion de proteinas al aplicar ultrasonido (20 kHz y 450
W) por 30 min, en leche descremada, homogenizada y pasteurizada.

Uluko et al. (2015) reportaron que los hidrolizados de concentrado de
proteina de leche, sometida a ultrasonicacién (20 kHz y 800 W) por 10 min previo
a la hidrolisis, presentaron mayor actividad antioxidante (EC50=0.283 mg/mL) que
aquellos en los que no se aplicé algun tratamiento (ECs0=0.316 mg/mL). Estos

investigadores encontraron que la cantidad de aminoacidos azufrados como
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metionina y cisteina, tiene una influencia positiva en el efecto antioxidante. Estos
aminoacidos pertenecen a la clasificacion de hidrofobicos y se ha publicado que
este tipo de compuestos son algunos de los responsables de la capacidad
antioxidante en lactosuero (Jobara et al., 2014). También se ha reportado que la
capacidad antioxidante del lactosuero proviene principalmente de las proteinas
solubles a-lactoalbumina, B-lactoglobulina y sus péptidos, y en menor medida de
inmunoglobulinas, proteosa-peptonas y lactoferrina (Hernandez-Ledesma et al.,
2005).

Segunda Etapa. Evaluacion de Bebidas de Lactosuero-Avena

Analisis sensorial. Debido a los resultados sensoriales del estudio 1 se
lactosuero-avena. Lo anterior con el objetivo de evaluar la aceptacion de la
“‘nueva” bebida, que incluyé un saborizante de vainilla. Por lo que se pretendio
conocer primeramente el porcentaje adecuado de este saborizante para una
mejor aceptacion de la bebida.

Los resultados mostraron que, en general, las bebidas de lactosuero-
avena con vainilla tuvieron buena aceptacién con valor medio de aceptacion
general de 3.50 £ 0.073 que estéa por arriba de la media de una escala heddnica
de 5 puntos (Cuadro 14). Cabe mencionar que la aceptacion sensorial se mide
en escala de aceptacion de un producto, pero los valores no tienen unidades. No
se encontré diferencia en la aceptacion sensorial de los atributos de color
(P=0.94), sabor (P=0.87), viscosidad (P=0.54) y aceptacion general (P=0.78) de
las bebidas de lactosuero-avena con 1.0,1.5 0 2.0% v/v de saborizante vainilla.

Pero en el olor de las bebidas, si (P=0.002).
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Cuadro 14. Efecto de la adicidon de saborizante vainilla en la aceptacion sensorial
de una bebida funcional de lactosuero-avena (media + E.E.)

Vainilla* Color? Olor? Sabor? Viscosidad? Aceptacicz’)n

(% viv) general
1.0 3.53+0.1292 3.76 £ 0.144°> 3.34+0.140* 3.63 +0.1252 3.47 £0.133?
1.5 3.58 +0.1092 4.27 +£0.105% 3.24 £0.133% 3.54 +0.1222 3.46 + 0.133?
2.0 3.58 +0.1162 4.27 £0.0992 3.29 +0.130* 3.73+0.1102 3.58 +0.1162

1Saborizante natural liquido (Molina®)

2 Escala hedénica: 5 = me gusta, 4 = me gusta ligeramente, 3 = ni me gusta ni me disgusta, 2 =

me disgusta ligeramente, 1 = no me gusta

ab Medias con diferente literal en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05).
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Las bebidas con el olor mas aceptado (P<0.05) y sin diferencia entre ellas
(P>0.05), fueron las que contenian 1.5 0 2.0% v/v de vainilla, con valores de 4.27
+ 0.105y 4.27 £ 0.099, respectivamente. Mientras que la bebida con 1% v/v de
vainilla fue estadisticamente menos aceptada (P<0.05) con una puntuacion de
3.76 £ 0.144.

Los resultados de la prueba de no paramétrica, muestran que no existié
asociacion entre la aceptacion del color (P=0.86), sabor (P=0.94), viscosidad
(P=0.88) ni aceptacion general (P=0.98) con la cantidad de vainilla. Se podria
decir que el olor mostro una tendencia de asociacion (P=0.07). Al tener un valor
0.05<P<0.15. Por lo que se sugiere que en futuros estudios se modifique el
tamafno de muestra o se agreguen otros factores al modelo de estudio. De esta
manera, el valor de los residuales puede cambiar y asi obtener valores de P<0.05.

Tomando en cuenta el rango de tendencia propuesto, los resultados
(Gréfica 5) del analisis de correspondencia, muestran que la bebida mas cercana
a “me gusta” fue la de 1.5% v/v de vainilla, mientras que la de 2% v/v estuvo mas
alejada de este nivel de aceptacion, pero fue igual de correspondiente a “me
gusta” y “me gusta poco”. La formulacion con 1% v/v de vainilla, se ubico cercana
a “indiferente”. En esta direccion, se ha reportado que los atributos sensoriales
mas relevantes en bebidas son sabor y olor (Rezek Jambrak et al., 2018).

En cuanto a los saborizantes, al igual que en la presente investigacion,
Cho et al. (2015) adicionaron saborizante de vainilla en bebidas fermentadas de
lactosuero. A razon de que observaron baja aceptabilidad sensorial debida a la

excesiva acidez y sabor desagradable.
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Grafica 5. Andlisis de correspondencia de la aceptacion del olor realizada por 59

panelistas y la cantidad de saborizante natural de vainilla (Vai) en bebidas
funcionales de lactosuero-avena.
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Aunqgue no mostraron los datos sobre la cantidad en la que fue afiadida la
vainilla, ni la evaluacion donde fue elegido este saborizante ante el sabor platano
o fresa. Estos autores, no encontraron diferencia significativa (P>0.05) entre la
bebida formulada en la investigacion y una bebida comercial de platano.
Montesdeoca et al. (2017) también usaron saborizante artificial de vainilla
francesa para formular una bebida fermentada de lactosuero, leche, azucar,
yogurt natural, colorante y estabilizante. Obtuvieron buena aceptacion sensorial
con valores en una escala hedoénica de 9 puntos (4.60 en textura, 5.00 aroma,
5.87 sabor, 4.77 color y 6.43 calidad general). Pero no especificaron el nivel de
vainilla adicionado.

La adicion de saborizantes en bebidas de lactosuero es debida a la
composicion del lactosuero, que le confiere un sabor salado o desagradable.
Aunque una opcion seria retirar las sales, pero esto implicaria el deterioro de
propiedades funcionales (Bobkova et al. 2016).

Ademas de vainilla, los saborizantes que se han usado en bebidas a base
de lactosuero, son uva (Williams Mena, 2002), melon (Saxena et al., 2013), limén
(Singh et al., 2014), fresa (Janiaski et al., 2016), frutas tropicales, zanahoria
(Liutkevicius et al., 2016), menta (Sohrabi et al., 2016), maracuya (Gomes Rocha
et al., 2017) y naranja (Kumar et al., 2017). Algunas de estas investigaciones se
basaron en informacién ya reportada para la eleccidn del tipo y concentracion de
saborizante, pero en otros casos, se definié dentro del estudio. Bobkova et al.
(2016) formularon una bebida probidtica de lactosuero, con el principal objetivo
de elegir el mejor saborizante para enmascarar el sabor desagradable de la

bebida. Probaron 2.5% v/v de arandano, 2.0 % de durazno y 2.0% v/v de fresa.
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Observaron que la bebida control, es decir sin saborizante, tuvo la menor
aceptacion y la mas aceptada fue la que tenia sabor fresa. Para evaluar el sabor,
emplearon 5 panelistas entrenados y usaron una escala de 5 puntos. La bebida
con saborizante fue evaluada como excelente (calificacién 5) y la bebida sin
saborizante fue evaluada como mala (calificacion 1). No mostraron promedios ni
desviacion estandar. Amiruddin et al. (2020) mezclaron proteina de lactosuero
con B-glucano de avena para elaborar una bebida. Los valores de la evaluacion
sensorial, medida en una escala heddnica de 9 puntos fueron de 7.4, 7 y 6.8 para
el aroma, viscosidad y aceptacion general, respectivamente.

Wan y Xu (2018) también emplearon B-glucano de avena y proteina de
lactosuero en una bebida que ademas contenia agua, jugo de naranja y azucar.
Al comparar sensorialmente esta bebida con el jugo de naranja solo, encontraron
una aceptacion similar con valores de 4.5 aproximadamente, en una escala
hedonica de 9 puntos. En los ultimos dos estudios los autores representaron los
resultados en gréficas de telarafia por o que no fue posible conocer los valores
precisos ni la desviacion estandar de los mismos.

Caracterizacion fisicoquimica. No se encontré diferencia estadistica
(P<0.05) al aplicar una potencia de 23 W o de 154 W de ultrasonido (24 kHz) por
15 min, en las caracteristicas fisicoquimicas de bebidas de lactosuero-avena. Sin
embargo, si existié diferencia (P<0.05) de estas bebidas con el control en la
mayoria de los parametros analizados. A excepcion de la luminosidad (L*), acidez
titulable y pH (Cuadro 15). En el actual estudio, las bebidas ultrasonicadas

tuvieron un color mayor tendencia al “verde” y “amarillo” que la bebida control.
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Cuadro 15. Efecto del ultrasonido y la pasteurizacion en caracteristicas
fisicoquimicas de bebidas funcionales de lactosuero-avena (media + E.E.)

Caracteristica!

Tratamiento?

LSA/23 LSA/154 LSA/P
L* 24.80 + 0.186% 24.66 + 0.1612 25.00 + 0.335%
ax -0.34 £ 0.0482 -0.39 £ 0.0412 -0.42 + 0.069°
b* 4.62 +0.0262 4.59 +0.0292 4.42 +0.069°
C* 4.64 +£0.0272 4.61 +0.032% 4.44 +0.073°
Acidez titulable (%) 0.01 + 0.000 0.01 + 0.000% 0.01 + 0.000?
pH 6.37 +0.015% 6.40 + 0.0042 6.39 + 0.0042

1L* o luminosidad, con valores de 0 a 100; a*, tendencia al color rojo (cuando los valores son
positivos) o al verde (cuando los valores son negativos) y b*, tendencia al color amarillo (cuando
los valores son positivos) o al azul (cuando los valores son negativos. La acidez es expresada
como porcentaje de la concentracién de &cido lactico

2 LSA/23 = Ultrasonido de 24 kHz y 23 W por 15 min; LSA/154 = Ultrasonido de 24 kHz y 154 W
por 15 min; LSA/P- = Pasteurizacion a 65 °C por 30 min.

&b Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Se ha dado a conocer que con la termosonicacion se obtienen mejores
caracteristicas fisicoquimicas y de color en tiempos mas cortos que con la
pasteurizacion convencional (Bermidez-Aguirre et al., 2009).

El color de los alimentos es uno de los primeros parametros de calidad que
el consumidor evalla en los alimentos. Por lo tanto, es clave en la aceptacion
sensorial. Pero cabe mencionar que en este estudio el color de bebidas de
lactosuero-avena con ultrasonido s6lo se midi6 instrumentalmente y se
desconoce cémo o cuanto pueda influir sensorialmente. Dentro del color,
analiticamente los componentes cromaticos son: L* o luminosidad, con valores
de 0 a 100; a*, tendencia al color rojo (cuando los valores son positivos) o al verde
(cuando los valores son negativos) y b*, tendencia al color amarillo (cuando los
valores son positivos) o al azul (cuando los valores son negativos) y los valores
pueden variar de -120 a 120 (Leon et al., 2006).

Similar al presente estudio, Dias et al. (2015) encontraron que al aplicar
ultrasonido (19 kHz y 75-373 W/cm?) por 2-10 min, los valores de a* y b* en jugo
de guanabana disminuyeron.

Por otra parte, Guimarées et al. (2018), si encontraron diferencia (P<0.05)
en todos los parametros del color (L*, a*, b* y C*) de bebidas de lactosuero e
inulina al aplicar pasteurizacion (75 °C por 15 s), o ultrasonido (19 kHz) por 3 min
a 200, 400 o 600 W.

Las muestras con ultrasonido tuvieron un color mas opaco (menor L*), con
mayor tendencia al verde (valores de a* negativos), mayor tendencia al azul
(valores de b* positivos) y menos intenso (menor C*) que las muestras donde no

se aplico tratamiento o se uso pasteurizacion.
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El mismo comportamiento encontraron Komes et al. (2017), al usar
ultrasonido (30 kHz y 60% amplitud) por 5 o 10 min en leche de cabra. La
luminosidad (L*) disminuy6 y las muestras fueron mas oscuras entre mayor fue
el tiempo de ultrasonido. De igual manera sucedié con los parametros a* y b*.

El tipo de tratamiento aplicado, no tuvo efecto en la acidez titulable (0.1%)
ni en el pH (6.37 - 6.40). Komes et al. (2017) tampoco encontraron un impacto
significativo (P>0.05) en el pH de leche de cabra sin o con ultrasonido (30 kHz y
60% amplitud) durante 5 min, con valores de pH de 6.60 y 6.68, respectivamente.
Similarmente, Jambrak et al. (2008) no observaron diferencias en el pH muestras
sin y con aplicacion de ultrasonido (20 kHz y 43-48 W/cm?) por 15 o 30 min. De
igual forma, Barukci¢ et al. (2015) reportaron los mismos valores de acidez de
0.074% para lactosuero fermentado con pretratamiento de pasteurizaciéon (65 °C
por 30 min) o ultrasonido (20 kHz) a 45°C durante 8 min y 480 o 600 W.

Andlisis proximal. Los parametros de composicion proximal de las
bebidas de lactosuero-avena (Cuadro 16) muestran que la humedad fue
estadisticamente igual (P>0.05) entre las bebidas sonicadas a 23 W y 154 W con
valores de 93.92 £+ 0.018 y 93.94 + 0.024, respectivamente. Pero estos valores
fueron mayores (P<0.05) que la humedad de la bebida control, con un contenido
de 93.58% + 0.173. Aunque en bebidas de lactosuero con ultrasonido no es
comun que se cuantifique la humedad, se ha reportado que el ultrasonido de alta
intensidad cambia la conformacion y estructura de las proteinas de tal forma que
las partes hidrofilicas internas quedan expuestas (Wang, 1975; Moulton y Wang,

1982; Morel et al., 2000).
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Cuadro 16. Efecto del ultrasonido y la pasteurizacion en la composicién proximal
de bebidas funcionales de lactosuero-avena (media = E.E.)

Tratamiento?

Componente (%)

LSA/23 LSA/154 LSA/P
Humedad 93.92 £ 0.018% 93.94 + 0.0242 93.58 +0.173°
Grasa 0.99 £ 0.0442 0.92 + 0.0442 0.76 +0.072°
Ceniza 0.29 + 0.004° 0.29 + 0.006"° 0.33 £ 0.0072
Proteina 3.32 £ 0.0682 3.33+£0.0712 3.21 £ 0.057°
Carbohidratos 1.36 + 0.104° 1.55 + 0.090° 2.36 +£0.0412

1 LSA/23 = Ultrasonido de 24 kHz y 23 W por 15 min; LSA/154 = Ultrasonido de 24 kHz y 154 W
por 15 min; LSA/P = Pasteurizacién a 65 °C por 30 min.
ab Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Aunado a esto, Jambrak et al. (2014) usaron ultrasonido (20 kHz, 43-48
W/cm?) por 15 o 30 min en proteina de lactosuero y encontraron que el peso
molecular de las proteinas disminuyé. Ademas, se dieron cambios en la
estructura tridimensional, lo que causé un aumento de los grupos cargados
(NH4*, COO) por lo que las interacciones agua-proteina aumentaron.

En cuanto a la cantidad de grasa no hubo diferencia (P>0.05) entre aplicar
ultrasonido (40 kHz y 11 W/cm?) por 15 min a potencia de 23 o 154 W, con
registros de 0.99 y 0.92%, respectivamente. Por otra parte, la cantidad de grasa
de bebidas ultrasonicadas fue significativamente mayor (P<0.05) que la de la
bebida control (pasteurizacion 65°C por 30 min) que tuvo 0.76% de grasa.
Estudios previos han encontrado que la pasteurizacion no tiene efecto en la grasa
lactea (Kim et al., 1990) mientras que el ultrasonido si (Shanmugam et al., 2012).

La reduccion del tamafio de los globulos de grasa es debida a la implosion
de burbujas generadas por la cavitacion acustica, que genera ondas de choque
de alta intensidad (Chucheval y Chow, 2008). Lo anterior, se traduce en una
homogeneizacion y esto genera mayor cantidad de globulos por unidad de
volumen, pero de menor tamafio. Por lo que probablemente esta haya sido la
causa de que se cuantificara mas grasa en las muestras donde se aplicé
ultrasonido. Se ha reportado que la disminucién del tamafio de los glébulos de
grasa depende mayormente del tiempo (Wu et al., 2000; Shanmugam et al.,
2012) y la amplitud del ultrasonido (Bosiljkov et al.,, 2011). Sin embargo,
Gregersen et al. (2019) enuncian que el grado de homogeneizacién también
depende de la temperatura y la potencia. Pero estos autores usaron una potencia

de 10, 30 o0 50 W con temperatura de 27, 50 o 70 °C. En el presente estudio la
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temperatura de las bebidas se mantuvo menor a 25 °C. De hecho, ellos
comentaron que en las condiciones donde estuvo presente baja temperatura (27
°C) y/o potencia (10 W), la reduccion fue minima. Estos resultados concuerdan
con Shanmugam et al. (2012) que tampoco encontraron diferencia en el tamafio
de los glébulos de grasa de leche ultrasonicada (20 kHz) a 90 o 18 W durante 15
min. Sin embargo, Monteiro et al. (2020) si encontraron diferencia en el tamafio
de los glébulos de grasa al aplicar 160 W por 937 s o 720 W por 208 s; de
ultrasonido (19 kHz) en una bebida de lactosuero y chocolate. Esto puede
conducir a diferencias en los contenidos porcentuales de grasa, lo cual se puede
confirmar, por ejemplo, al comparar los resultados de la presente investigacion
con un rango de grasa de 0.92 a 0.99% contra 0.43% del estudio de Trajan et al.
(2009) en bebidas de lactosuero con fresa y mango, sin tratamiento ultrasonico.

La cantidad de cenizas fue diferente dependiendo del tipo de tratamiento,
es decir, la bebida control o pasteurizada tuvo mayor (P<0.05) cantidad 0.33 £
0.007% que las bebidas ultrasonicadas con 0.29 £ 0.004 y 0.29 + 0.006, y estas
ultimas no fueron diferentes entre si (P>0.05). De igual manera, Monteiro et al.
(2020) no encontraron diferencia en el contenido de minerales al aplicar 160 o
720 W de ultrasonido (19 kHz) por 937 0 208 s, respectivamente a en una bebida
de lactosuero con chocolate. Un valor similar, de 0.30% de ceniza, fue reportado
por Baba et al. (2016) en una bebida con 30% v/v de lactosuero y 70% v/v de
jugo de pifia.

En cuanto al contenido de proteina en bebidas de lactosuero-avena de la
presente investigacion, no hubo diferencia (P>0.05) entre aplicar ultrasonido o

pasteurizacion. Los registros fueron de 3.32 + 0.068% cuando se aplicé
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ultrasonido (24 kHz) a 23W y 3.33 £ 0.071% a 154 W, ambos por 15 min; y 3.21
+ 0.057% con pasteurizacion a 65 °C por 30 min. Gregersen et al. (2019) al igual
gue en la presente investigacion, no encontraron diferencia (P>0.05) en el
contenido de proteina, a-lactoalbumina y -lactoglobulina, de leche con
ultrasonido (20 kHz) por 30 min a 10, 30 o 50 W, el control (calentamiento a 50 o
70°C) o sin algun tratamiento. Estos autores encontraron que entre mayor
potencia y temperatura la desnaturalizacion de la a-lactoalbumina y la B-
lactoglobulina aumenté y alcanzé un punto méximo con las combinaciones 70 °C
a30050W y50-°Cab50W, pero no es directamente proporcional a la potencia
empleada. Jambrak et al. (2008) reportaron que la solubilidad de las proteinas de
lactosuero aumentd con el ultrasonido (20 kHz) por 15 y 30 min, y se lo
atribuyeron a los cambios en la estructura terciaria de las proteinas. A diferencia
del presente estudio, BarukCi¢ et al. (2015) encontraron diferente contenido de
proteina en lactosuero, al aplicar pasteurizacion (65°C por 30 min) o ultrasonido
(20 kHz) a 60 W, 45 o0 55°C por 10 min. Los porcentajes de proteina observados
fueron de 0.56 £ 0.13% y 0.43 + 0.09%, respectivamente. Sin embargo, en base
a que la proteina fue cuantificada mediante el método Kjeldahl (AOAC, 1990) que
determina solo la cantidad de nitrogeno y no la proporciébn de proteinas
desnaturalizadas, no se puede concluir si los tratamientos aplicados a bebidas
de lactosuero-avena influyeron en la desnaturalizacion.

Actividad antioxidante. La capacidad antioxidante de bebidas
ultrasonicadas a 23 o 154 W si fue diferente (P<0.05) a la de la bebida control,
con valores de 4.24, 4.27 y 4.12 mM equivalente Trolox/mL, respectivamente

(Cuadro 17).
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Cuadro 17. Efecto del ultrasonido y la pasteurizacion en la actividad antioxidante
de bebidas funcionales de lactosuero-avena (media £ E. E.)

Bebida Actividad antioxidante? Actividad antioxidante?
(mM equivalente Trolox/mL) (%)
LSA/231 4.24 +0.0322 77.05 + 0.0022
LSA/1541 4.27 +0.0112 76.51 + 0.0062
LSA/P 4.12 +0.035° 74.25 + 0.006°

1 Ultrasonido 24 kHz por 15 min
°Medida con la técnica del radical ABTS

LSA/23 = Ultrasonido a 23 W; LSA/154 = Ultrasonido a 154 W; LSA/P = Pasteurizacién a 65 °C
por 30 min.

ab. Medias con diferente literal indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Pero no se detectd influencia significativa (P>0.05) del nivel de potencia
de ultrasonido en la capacidad antioxidante de las bebidas de lactosuero-avena.

Guimaraes et al. (2019) encontraron en una bebida prebitdtica de
guanabana y lactosuero, que esta capacidad aumenta con la potencia. Las
mejores actividades antioxidantes se registraron a 600 y 400 W con 79.5+ 0.4y
78 £ 1.0%, mientras que con 200 W se tuvo 63 + 1.0%. Esta actividad fue
significativamente menor (P<0.05) al aplicar pasteurizacion de 75°C a 15 s con
46 + 2.0%. Abadia-Garcia et al. (2016) probaron diferentes tiempos,
temperaturas y densidades en la aplicacion de ultrasonido (20 kHz y 750 W) como
pre-tratamiento de la hidrolisis enzimatica de proteina de lactosuero con papaina.
Encontraron que el ultrasonido mejoré la actividad antioxidante y que la
temperatura y la densidad del ultrasonido influyeron significativamente (P<0.05).
Las condiciones que generaron mayor capacidad antioxidante fueron a 52.5 °C,
0.092 W/mL por 15 min con 22.31%;y 12 °C, 0.220 W/mL por 15 min con 22.10%.
Mientras que el control, sin pre tratamiento, registré 19.62%. Liu et al. (2019)
encontraron que aplicar un tratamiento térmico que consistié en un bafio maria
durante 180 min, en aislado de proteina de lactosuero, se generé menor (P<0.05)
actividad antioxidante que cuando se us6 termosonicacion (20 kHz, 110 W/cm?)
a 90 °C por 60 min, pulsado con 5 s encendido y 5 s apagado. Con valores de
38.97% y 44.85%, respectivamente.

Existen estudios que indican que el ultrasonido favorece la generacion de
péptidos con actividad antioxidante (Uluko et al., 2015).

Los valores de actividad antioxidante de esta investigacion fueron mayores

que los reportados por Sady et al. (2013) en una bebida de lactosuero y
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concentrado de naranja con 0.0185 mM equivalente Trolox/mL. También que una
bebida lactea con hidrolizado de proteina de suero sabor fresa (2.16 equivalente
Trolox/L) o chocolate (2.58 equivalente Trolox/l) o con jugo de chabacano (2.48
equivalente Trolox/L), durazno (2.51 equivalente Trolox/), limén (2.21
equivalente Trolox/L), manzana (1.83 equivalente Trolox/l) y pifia (1.50
equivalente Trolox/L) (Mann et al., 2014). Floegel et al. (2011) determinaron la
capacidad antioxidante (con la metodologia ABTS) de los 50 productos ricos en
antioxidantes mas populares en Estados Unidos. Los clasificaron en frutas,
vegetales y bebidas. De forma global los primeros tres lugares fueron ocupados
por las frutas mora azul, ciruela y fresa con valores de 476.6, 372.0 y 273.5 mg
de vitamina C/100 g (o0 6.552, 7.581 y 3.577 mM equivalente Trolox/100 g con la
metodologia ORAC. AgricResServ, 2007), respectivamente. Y dentro de la
categoria de bebidas, el vino tinto, el té verde y el té verde descafeinado con
223.0, 184.7 y 145.2 mg de vitamina C/100 g (o 3.873, 1.253 y 1.253 mM
equivalente Trolox/100 g con la metodologia ORAC. AgricResServ, 2007),
correspondientemente. También se ha reportado que la vainillina y el acido
vainillinico frecuentemente usados como agentes saborizantes en bebidas y
postres, protegen a los alimentos de la peroxidacion, reflejada en actividad
antioxidante (Murcia y Martinez-Tome, 2001).

Los resultados de la actividad antioxidante para las bebidas de lactosuero-
avena obtenidos con la metodologia ABTS resultaron mayores que con la de
DPPH. Los valores de la actividad antioxidante obtenida con la técnica de DPPH
fueron 0.361 + 0.023, 0.321 + 0.034 y 0.141 £ 0.012 mM equivalente Trolox/mL

en las bebidas ultrasonicadas a 154 W y 23 W; y la bebida control,
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respectivamente. Sin embargo, es relevante mencionar se presenté el mismo
comportamiento estadistico. Floegel et al. (2011) también tuvieron este
comportamiento en la investigacion sobre la comparacion de estas dos
metodologias en la actividad antioxidante de frutas, verduras y bebidas
estadounidenses. Concluyen que la técnica de ABTS es mejor que la de DPPH
para estimar esta caracteristica en productos que contienen compuestos
hidrofilicos, lipofilicos y pigmentos antioxidantes. En base a que el DPPH sdlo se
disuelve en compuestos organicos (especialmente alcohdlicos) (Sah et al., 2014)
y el radical ABTS reacciona con compuestos antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos
(Komes et al., 2017). Una vez que el radical reaccion6 con el antioxidante, la
absorbancia del DPPH disminuye al estar en contacto con luz (natural o artificial)
y oxigeno (Karadag et al., 2009); finalmente en la reaccion, el DPPH actia como
agente oxidante y como indicador de la reaccion (Sah et al., 2014). Aunado a lo
anterior, la mayoria de los estudios que emplean esta técnica reportan los
resultados como porcentaje de inhibicion, es decir, no lo hacen en base a un

compuesto con alta actividad antioxidante como el Trolox o el &cido galico.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En lactosuero, la aplicacion de ultrasonido (40 kHz y 11 W/cm?) durante 3
min tanto a 25 como 55 °C generé mayor actividad antioxidante que cuando se
aplicé durante 15 min o se pasteurizé. En bebidas de lactosuero-avena, la adicion
de 1.5 0 2.0% v/v de saborizante vainilla tuvo mejor olor sensorialmente que
cuando se us6é 1.0% v/v. En la capacidad para inhibir radicales libres y las
caracteristicas fisicoquimicas, no hay diferencia en la aplicacion de ultrasonido
(24 kHz) por 15 min a 23 0 154 W. Las bebidas ultrasonicadas presentaron mayor
tendencia al color verde y al amarillo, mayor contenido de grasa y actividad
antioxidante, pero menor de ceniza y carbohidratos que la bebida pasteurizada.
En general, el ultrasonido es superior a la pasteurizacion en la mejora de la
actividad antioxidante del lactosuero y de las bebidas de lactosuero-avena sin
efectos determinantes en la calidad fisicoquimica y proximal. Se recomienda
evaluar mas parametros, comparar caracteristicas sensoriales usando
ultrasonido en la formulacién y determinar la vida de anaquel de las bebidas de

lactosuero-avena.
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ESTUDIO 3. INFLUENCIA DE LA ADICION DE INULINA Y EL TIEMPO DE
ULTRASONIDO EN PROPIEDADES FUNCIONALES DE UNA BEBIDA DE
LACTOSUERO-AVENA DURANTE LA VIDA DE ANAQUEL
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RESUMEN
INFLUENCIA DE LA ADICION DE INULINA Y EL TIEMPO DE ULTRASONIDO
EN PROPIEDADES FUNCIONALES DE UNA BEBIDA DE LACTOSUERO-
AVENA DURANTE LA VIDA DE ANAQUEL
POR:
M. C. ANA LUISA HERRERA PONCE
Doctorado in Philosophia en Produccién Animal
Universidad Autonoma de Chihuahua
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Presidente: Ph. D. Alma Delia Alarcon Rojo

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia del tiempo de
ultrasonido (24 kHz y 23 W), nivel de inulina y su interacciéon, en propiedades
funcionales y sensoriales de bebidas de lactosuero-avena durante el
almacenamiento a 4 °C. Se evaluaron por separado el lactosuero y la avena como
principales ingredientes de las bebidas. El pH de los dos ingredientes disminuyo
(P<0.05) durante el almacenamiento y la acidez titulable aumenté. La actividad
antioxidante del lactosuero se elevd al dia 7 pero disminuyé al dia 14 de
almacenamiento mientras que la avena incrementd esta propiedad durante el
almacenamiento. El lactosuero presentd mayor (P<0.05) capacidad para inhibir
la ECA que la avena, sin efecto de almacenamiento. Respecto a las bebidas, la
acidez no tuvo cambios en el almacenamiento, pero el pH disminuy6 ligeramente.
Durante el almacenamiento, la bebida con mayor capacidad antioxidante y mayor

AIECA (P<0.05) fue la tratada con 1% p/v de inulina y 15 min de ultrasonido.
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Respecto a la aceptacion sensorial existié asociacion entre la aceptacion general
y el tipo de bebida, pero sin efecto de tratamiento sobre la aceptacion de atributos
sensoriales especificos. En general, las bebidas mas aceptadas fueron las
tratadas con ultrasonido. Mientras que la bebida pasteurizada a 65 °C por 30 min
y sin inulina, presentd correspondencia con la categoria de desagrado. Basado
en los andlisis estadisticos de la evaluacion funcional y sensorial de las bebidas,
la mejor formulacion fue la bebida con 1% p/v de inulina'y 15 min de ultrasonido.
Asimismo, se demostré que el lactosuero y la avena son excelentes ingredientes
para formular bebidas con propiedades funcionales sobresalientes y con buena
aceptacion sensorial. Se recomienda perfeccionar sensorialmente la bebida y

monitorear la vida de anaquel con un analisis microbiolégico y sensorial.

160



ABSTRACT
INFLUENCE OF INULIN AND ULTRASOUND ON FUNCTIONAL
PROPERTIES DURING SHELF LIFE OF OAT — WHEY BEVERAGE
BY:
ANA LUISA HERRERA PONCE
The objective of this study was to determine the influence of ultrasound (24 kHz,
23 W) time, inulin level and their interaction on functional and sensory properties
of whey-oat beverages during storage at 4 °C. Whey and oat were evaluated
separately as the main ingredients of the beverages. The pH of the two
ingredients decreased (P<0.05) during storage wand titratable acidity increased.
The antioxidant activity of whey increased by day 7 but it decreased to day 14 of
storage, while oats showed an increase in this property along storage. Whey had
a greater (P <0.05) ability to inhibit ACE than oats without storage effect.
Regarding the formulated beverages, the acidity did not show changes in storage
but the pH decreased slightly. During storage, the beverage with the highest
antioxidant capacity (P <0.05) and the highest angiotensin converting enzyme
inhibitory activity (ACEIA) (P<0.05) was that treated with 1% inulin and 15 min of
ultrasound. Regarding the sensory acceptability, there was an association
between the preference and the type of beverage, without effect in the
acceptability of specific sensory attributes. In general, ultrasound-treated
beverages were the most accepted, while the pasteurized beverage at 65 °C for
30 min without inulin was the less accepted. Based on a statistical analysis of the
functional and sensory evaluation of the beverages, the optimal formulation is

found to have 1% inulin and 15 min of ultrasound. Furthermore, whey and oats
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are excellent ingredients for formulating beverages with outstanding functional
properties and good consumer acceptance. It is recommended to improve the
sensory properties of this type of beverages and to determine their shelf life with

microbiological and sensory analysis.
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INTRODUCCION

Los alimentos funcionales se definen como “alimentos que, cuando se
consumen regularmente dentro de una dieta diversa a niveles eficaces, tienen
efectos potencialmente positivos en la salud, mas alla de la nutricién basica”
(Granato et al., 2017). El consumo de alimentos funcionales ha ido en aumento
los dltimos afios (Granato et al., 2020). Dentro de esta categoria, las bebidas
funcionales son la categoria mas amplia y diversa en base a idoneidad para
satisfacer las necesidades del consumidor en cuanto a tamafo, transporte,
apariencia, facilidad de almacenamiento y contenido nutricional dado por los
compuestos bioactivos antioxidantes, vitaminas, minerales, probidticos y
prebidticos que contienen (Corbo et al., 2014).

Las bebidas funcionales de lactosuero se han elaborado desde la
antigiiedad (Holsinger et al., 1974). Sin embargo, es hasta la fecha que se les ha
dado mayor importancia (Schoina et al., 2020). El lactosuero es un subproducto
de la manufactura de queso y tiene un alto potencial contaminante (Carvalho et
al. 2013), pero también tiene un elevado valor nutricional (Brandelli et al., 2015).

La formulacion de las bebidas de lactosuero esta en constante mejora. En
los ultimos afios se han adicionado con otros ingredientes funcionales como la
fibra soluble (B-glucano e inulina) que ademas de ser prebidtico puede fungir
como estabilizante (Nikmaram et al., 2015) o mejorar la textura (Guler-Akin et al.,
2016; Guimaraes et al., 2018). Asimismo, se han aplicado nuevas tecnologias
como el ultrasonido para alargar la vida de anaquel (Ashokkumar, 2015) y mejorar
las caracteristicas funcionales, sensoriales y nutricionales del lactosuero

(Monteiro et al., 2020). El ultrasonido es una tecnologia “verde e innovadora” ya
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gue involucra menos gasto de agua, tiempo y energia y, por consiguiente,
involucra también menos costos e impacto ambiental en comparacion con
tecnologias tradicionales como la pasteurizacion (Pereira y Vicente, 2010;
Chemat et al., 2017). El ultrasonido en el lactosuero propicia la liberacién de
péptidos con actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (Wu
et al., 2018) y/o antioxidante (Jiang et al., 2018). Sin embargo, a la fecha no hay
reportes de la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina en
bebidas de lactosuero-avena.

La adicion de hidrocoloides, como la inulina, pueden prevenir la
sedimentacion de bebidas de lactosuero (Gad et al., 2013). La inulina es un
carbohidrato formado por uniones 3 (2,1)- de residuos de fructosil con un residuo
de glucosa terminal y esta presente como carbohidratos de reserva en un gran
namero de plantas (van Loo et al., 1995; Ritsema y Smeekens, 2003). El uso
tecnoldgico de la inulina se basa en sus propiedades como sustituto de azucar,
sustituto de grasa y modificador de textura. Se ha reportado que la adicion de
inulina al yogur bajo en grasa da como resultado una cremosidad mejorada.
Cuando se agrega inulina a los alimentos en bajas concentraciones las
propiedades reoldgicas y la calidad sensorial del producto se afecta ligeramente
debido a la neutralidad o sabor ligeramente dulce y el efecto limitado sobre la
viscosidad de este ingrediente (Villegas y Costell, 2007; De Castro et al., 2009)
Sin embargo, la inulina tiene efecto en el grosor y sabor de la bebida y depende
del tipo de producto, de la concentracion y del tipo de inulina que se utilice

(Villegas et al., 2007; Debon et al., 2010; Meyer et al., 2011).
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A la fecha no existen estudios donde se haya evaluado el efecto conjunto
de la inulina y el ultrasonido en las propiedades funcionales de bebidas
elaboradas con lactosuero-avena. A tal efecto que el objetivo de este estudio fue
evaluar la influencia del tiempo de ultrasonido y el nivel de inulina sobre pH,
acidez titulable, actividad antioxidante, actividad inhibitoria de la enzima
convertidora de angiotensina y la aceptacion sensorial de bebidas de avena-

lactosuero, durante el almacenamiento a 4 °C.
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MATERIALES Y METODOS

Formulacion de la Bebida de Lactosuero-Avena

Para elaborar la bebida de lactosuero-avena, se obtuvo lactosuero con la
metodologia para la elaboracién de queso fresco de Villegas de Gante (2012).
Se parti6 de leche comercial fluida entera pasteurizada (Lala®). Se calent6 a 42
°Cy se agreg6 CaCl, (20 g/100 L), se homogeneizé se homogeneizé mezclando
la leche con movimientos en forma de ocho con un cucharén. Se enfrié a 34 °C
para agregar la renina (Cuamix® CHR Hansen) en una proporcién de 15 mL/100
L. Se dejo reposar 90 min, manteniendo la temperatura en 32 °C. Una vez
formada la cuajada, se corté suavemente en cuadros de 1 cm por 1 cm, para
mejorar la sinéresis de la red proteica del cuajo y posterior liberacién del
lactosuero. Se dejoé reposar 15 min y se redujo el tamafio de los coagulos de
leche muy suavemente con una cuchara grande. Se calentdé lentamente
(elevando 1 °C cada 5 min) hasta 39 °C y se dej6é reposar nuevamente durante
15 min. Se desuero con la ayuda de tela de algoddn. Del lactosuero obtenido, se
tomaron 40 mL para obtener el extracto soluble mediante doble centrifugacion
(Beckman Coulter. Modelo Avanti J-26 XP1. Serie JXT12H22. Indianapolis, E. U.
A.) a 4,000 x g (5,75 rpm) por 30 min y 4 °C. El extracto se filtr6 con membranas
de 2.5 um (Whatman #42) mediante el uso de matraz, embudo de filtracién y
bomba de vacio. Posteriormente, el filtrado obtenido se pasé por una membrana
(filtros de 0.2 W) y, el producto resultante se colocé en tubos de plastico de 1 mL
con tapa y fondo cénico para ser almacenados a -20 °C hasta los andlisis. Del
lactosuero restante se tomé el volumen necesario para mezclarse con la bebida

de avena. La cual se obtuvo como lo report6é Herrera (2013). Se partié de granos
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de avena forrajera (Avena sativa var. Karma) adquiridos con un proveedor local
(Semillas Purasangre, Cuauhtémoc, Chih.). La avena se enjuagd con agua
corriente y se puso a remojar en recipientes de plastico con agua destilada
durante 12 h cambiando el agua cada 4 h. Se drend y los granos de avena se
colocaron en un recipiente de plastico con una capa superior e inferior de algodén
humedecido y se dejaron germinar a temperatura ambiente (~25 °C) durante 72
h o hasta la emergencia de 1 cm del coledptilo (protuberancia que dara origen a
una nueva planta). Se hizo una modificacion a la metodologia que consistié en
proteger la avena de la luz durante el proceso de germinacion y manteniendo
humedecido el algoddn, asperjando agua cada 24 h. La avena germinada se
extendioé en charolas de acero inoxidable y se coloc6 en un horno de conveccion
mecanica (603 Napco Scientific Company, E.U.A.) a 45 °C por 20 h.
Posteriormente la avena se transfirio a un horno convencional con corriente de
aire (SLGS/12SC Southbend, E.U.A)) a 95 °C por 3 h para obtener avena
malteada. Esta se moli6 (Retsch. Modelo LC-170. Haan Alemania) y se us6 una
malla de 1 mm. En un matraz Erlen Meyer (250 mL) con rosca se preparo la
bebida de avena malteada con 5% p/v (el volumen se completé con agua
purificada, Epura ®) de harina y se coloc6 en un bafio maria eléctrico (1203 VWR
Scientific, E.U.A.) a 90 °C por 60 min y después en un bafio de agua a 50 °C por
30 min. La bebida de avena se decanto, se refrigeré a 4 °C por 24 h'y se volvio a
decantar. Esta bebida de avena se mezclé con lactosuero en una proporcion 1:1,
se adicion6 5% de azlcar morena de cafia (Zulka®), 1.5% de saborizante natural

vainilla (Molina®) y 1 o0 2% p/v de inulina de agave.
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Tratamientos
Para evaluar el tiempo de aplicacién de ultrasonido y la cantidad de inulina
adicionada sobre propiedades fisicoquimicas y funcionales de las bebidas de
lactosuero-avena se diseflaron cuatro tratamientos definidos como LSA/1/3,
LSA/2/3, LSA/1/15y LSA/2/15. Que corresponden a bebidas de lactosuero-avena
(LSA) con 1 0 2% p/v de inulina'y 3 0 15 min de ultrasonido respectivamente.
Aplicacién de Ultrasonido

Se aplicé ultrasonido de sonda (Ultrasonic Processor Hielscher UP400s)
con un sonotrodo (Hielscher Sonotrode S24d22D) de titantio de 22 mm de
diametro, 430 mm? de area y 100 mm de longitud. A una frecuencia de 24 kHz,
durante de 3 0 15 min (Jambrak et al., 2014) y a una potencia fija de 23 W. Los
parametros del equipo fueron 10% de pulso y 100% de amplitud. La punta de la
sonda se sumergié a media profundidad, aproximadamente 3 cm hasta el fondo
del vaso de precipitado de 1 L que contenia 500 mL de bebida. La temperatura
de la bebida se mantuvo por debajo de la temperatura ambiental que era de 25
°C.
Analisis Sensorial

Para evaluar la influencia de la adicion de inulina y la aplicacion de
ultrasonido contra la aplicacion de pasteurizacion en bebidas de lactosuero-
avena, sobre la aceptacion y preferencia sensorial se realiz6 un analisis
sensorial. El panel estuvo integrado por 123 panelistas no entrenados entre
estudiantes y personal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad
Auténoma de Chihuahua. De los cuales, 46% fueron hombres y 54% mujeres,

con un rango de edad de 17 a 70 afos (27 afios en promedio). El reclutamiento
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fue via invitacién en areas comunes y salones de clase. Los criterios de seleccion
de los panelistas se basaron en: 1) Ausencia de enfermedades respiratorias; 2)
consumidor habitual de productos lacteos; y 3) interés por participar en la
investigacion. La evaluacion se llevo a cabo en el laboratorio de Analisis Sensorial
de dicha Facultad, equipado con 12 cabinas y se uso luz blanca fluorescente para
la mejor observacion de las bebidas. Las bebidas se elaboraron un dia antes de
la evaluacion y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta la prueba. A cada
panelista se le presentaron 30 mL de cada bebida, colocadas en diferente orden
y codificadas con numeros aleatorios de tres digitos. Los panelistas recibieron
muestras de todos los tratamientos y se les indico que probaran y evaluaran cada
uno utilizando la escala provista. Entre muestras, los panelistas descansaron
durante 1 min y se enjuagaron la boca con agua. Las muestras se presentaron
en un disefio equilibrado (MacFie et al., 1989). El tratamiento aplicado en la
bebida control fue pasteurizacion a 65 °C por 30 min.

Prueba de aceptabilidad. Se les pidi6 a los panelistas que evaluaran la
aceptacion de los atributos de apariencia, color, olor, sabor, dulzor, viscosidad,
regusto y aceptacion general. Utilizando una escala hedodnica de 5 puntos donde
la calificacidon 5 se refiere a “me gusta”, 4 a “me gusta ligeramente”, 3 a “ni me
gusta ni me disgusta”, 2 a “me disgusta ligeramente” y 1 a “no me gusta” (Lawless
y Heymann, 2010). El formato empleado se muestra en el Apéndice C.

Prueba de preferencia. La preferencia se evalué mediante la prueba de
ordenamiento de preferencia de acuerdo con el grado de gusto de los panelistas.
Se pidi6 a los panelistas que clasificaran los productos en orden descendente de

preferencia (Meilgaard et al., 1991; 2015). Las muestras se presentaron
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simultaneamente a los panelistas para minimizar la variabilidad aportada por los
efectos de la memoria. El formato empleado se muestra en el Apéndice D.
Vida de Anaquel

Para determinar la vida de anaquel de las bebidas de lactosuero-avena,
se dividieron en lotes para cada determinacion analitica y tiempo de monitoreo
(1, 7,14y 21 dias a 4 °C). Cuando fue dia de monitoreo, se midi6 pH y acidez y
se obtuvo el extracto soluble mediante la doble centrifugacion (Beckman Coulter.
Modelo Avanti J-26 XP1. Serie JXT12H22. Indianapolis, E. U. A.) a 4,000 x ¢
(5,75 rpm) por 30 min y 4 °C. El extracto se filtré6 con membranas de 2.5 pm
(Whatman #42) con el uso de un matraz, embudo de filtracion y bomba de vacio.
Posteriormente, el filtrado obtenido se pasé por una membrana de 0.2 . El
producto resultante se colocé en tubos de plastico de 1 mL con tapa y fondo
conico y se almaceno a -20 °C hasta el analisis. Es importante mencionar que las
muestras de todos los dias de monitoreo, se analizaron en conjunto el mismo dia.
Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante del extracto soluble de los ingredientes
mayoritarios y de las bebidas, se midié al inicio y cada 7 dias durante el
almacenamiento a 4 °C por 14 dias. Se siguio la técnica del radical acido 2,2"-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS). Segun lo reportado por
Thaipong et al. (2006). Se prepard una solucion de ABTS 7.4 mM, disolviendo
0.038 g de sal amonica cristalizada de ABTS (Sigma Aldrich) y aforando con 10
mL de agua destilada. Posteriormente se prepararon 10 mL de una solucion de
persulfato de potasio 2.6 mM. Para generar el radical ABTS se mezclaron estas

dos soluciones y el producto se dej6 reposar en la oscuridad a temperatura
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ambiente (25 °C) durante 14 h (solucidn stock). De esta solucion se tom6 1.8 mL
para obtener absorbancia de 1.1 + 0.02, al adicionar metanol. En frascos de vidrio
ambar se colocaron 150 pL de muestra o estandar Trolox y 2850 pL de la solucién
de trabajo ABTS, se dejaron reposar durante 2 h en la oscuridad a temperatura
ambiente. La muestra se vertido en una celda de cuarzo de 4 mL y se ley6 la
absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro UV (UV-1800. Shimadzu, Japon).
La actividad antioxidante se reporté como mM equivalente Trolox/mL, empleando
la absorbancia obtenida y sustituyendo en la ecuacién de la recta. También se
reporté como porcentaje de inhibicion (Ecuacion 4).

% inhibicion = [(A control — A muestra) / A control] * 100 Ecuacién 4

Ddnde A control es la absorbancia de la solucion de trabajo de ABTS y A
muestra es la absorbancia de la muestra o estandar Trolox con el ABTS después
2 h de reposo en la oscuridad.
Actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina (AIECA)

De igual manera, la AIECA del extracto soluble de los ingredientes
mayoritarios y de las bebidas, se midié al inicio y cada 7 dias durante el
almacenamiento a 4 °C por 14 dias. Se siguié la metodologia reportada por
Cushman y Cheung (1971) con las modificaciones de Donkor et al. (2005). Se
mezclaron 100 pL de una disolucion 5mM de HHL (N-Hippuryl-His-Leu hydrate,
H1635. Sigma, E.U.A.) elaborada con buffer de fosfatos (Fosfato de sodio
dibasico, 7-dihidrato 0.1 My cloruro de sodio 0.3 M) con 40 uL de muestra o agua
destilada (blanco) y 20 pL de una solucion 0.1 U/mL de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA) (Sigma Aldrich). Se incubaron a 37 °C por 30 min en bafio

maria, posteriormente se adicionaron 250 pL de acido clorhidrico (J.T. Baker) 1
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My 1 mL de acetato de etilo y se agitd. Se centrifugo (IKA, Staufen, Alemania) a
2,000 x g por 10 min. Se tomaron 750 pL del sobrenadante o acetato de etilo (sin
tocar la fase inorganica o precipitado) y se evaporaron en bafio maria (colocado
en una campana de extraccion) durante 30 min. Se colocd 1 mL de agua destilada
para disolver el residuo, se agitd, se colocé en una celda de cuarzo de 1 mL y se
leyé la absorbancia a 228 nm en un espectrofotometro (UV-1800. Shimadzu,
Japdn). El resultado se reportdé como el porcentaje de la actividad inhibitoria de
la ECA (Ecuacion 5).

% inhibicion = [(A control — A muestra) / A control] * 100 Ecuacion 5

Dénde A muestra es la absorbancia de cada muestra (bebida) con el
sustrato (HHL) y la ECA; y A control es la absorbancia del control de ECA:
Sustrato (HHL), agua desionizada y ECA.
Analisis Estadistico

Las variables pH, acidez titulable, actividad antioxidante, actividad
inhibitoria de la angiotensina y analisis sensorial del lactosuero, avena o bebida
de lactosuero-avena, fueron evaluadas mediante un arreglo factorial
completamente al azar, donde los factores considerados y sus niveles fueron:
inulina, en los niveles: 1y 2%; y tiempo de ultrasonido a 3 y 15 min. Se realiz6
un Andalisis de Varianza mediante el procedimiento del modelo lineal generalizado
del paquete SAS (SAS, 2006), con el siguiente modelo estadistico (Ecuacién 6):

Yik= W + Ai + Bj + ABijj + gik (Ecuacion 6)

Donde: Yik= variable respuesta medida en la repeticion k del nivel de

inulinaiy el tiempo de ultrasonido j, u= media general, A= efecto de la aplicacién
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del nivel de inulina i, Bj= efecto del tiempo de ultrasonido j, ABj= efecto de la
interaccion de la aplicacion del nivel de inulina iy del tiempo de ultrasonido j , y
&ik= error aleatorio de la repeticidén k del nivel de inulina iy el tiempo de ultrasonido
j; el cual se supone idéntica e independientemente distribuido de manera normal,
con media 0 y varianza .

Cuando el efecto de un factor fue significativo (P<0.05) se realizo la
comparacién multiple de medias de Tukey.

Los resultados del analisis sensorial al ser valores categoricos en escala
ordinal (1 a 5), no complementan los supuestos del ANOVA,; por consiguiente, los
datos se analizaron adicionalmente mediante una técnica no paramétrica, la
prueba de chi cuadrada, la cual no requiere ningun supuesto distribucional; para
ello se utilizé el procedimiento FREC (SAS, 2006) y posteriormente, cuando la
asociacion fue significativa (P<0.05) o mostro alguna tendencia (0.05<P<0.15),
se realiz6é un andlisis de correspondencias. Para observar el grado de similitud
entre tratamientos y el nivel de correspondencia entre tratamientos con los
niveles de respuesta de aceptacion sensorial, usando para ello el procedimiento

CORRESP de SAS (SAS, 2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas de la Avenay del Lactosuero

pH. ElI pH del lactosuero y de la avena, en general disminuy6
significativamente (P<0.05) durante el almacenamiento de 21 dias a 4 °C (Cuadro
18). La Unica excepcion se observo el dia 1y 7 en el lactosuero, donde no hubo
diferencia (P>0.05) con el control. Al comprar los valores de pH de los
ingredientes, el mismo dia de monitoreo, el lactosuero present6 valores més altos
(P<0.05) que la bebida de avena, a excepciéon del dia 14. Los valores para el
lactosuero fueron 6.63 + 0.005, 6.63 £ 0.005, 4.66 + 0.001 y 4.50 £ 0.001, los dias
1,7, 14y 21 respectivamente. Mientras que para la bebida de avena fueron 5.71
+ 0.002, 5.73 + 0.002, 5.34 + 0.001 y 3.61 + 0.001 los dias 1, 7, 14 y 21
respectivamente.

En el pH del lactosuero del dia 1, fue mayor al reportado por Chatterjee et
al. (2015) con 6.27 + 0.12 en lactosuero que emplearon para formular una bebida
con jugo de naranja. Castro et al. (2013) midieron el pH del lactosuero que
obtuvieron de la elaboracion de queso fresco Minas para la formulacion de una
bebida probidtica y fue de 6.26, aunque las caracteristicas del lactosuero
dependen del tipo de queso del que provenga, entre otras cosas, en este caso
fue similar al pH del lactosuero del presente estudio probablemente por ser
subproducto de queso fresco.

El pH de la bebida de avena a los 21 dias de almacenamiento, fue similar
al obtenido por Herrera (2013) en una bebida probiética de avena, con 3.65 al

fermentar durante 8 h a 27 °C y 182 rpm.
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Cuadro 18. Caracterizacion fisicoquimica y funcional de los ingredientes mayoritarios de bebidas de lactosuero-avena
durante el almacenamiento a 4 °C (media + E. E.)

Dia de
almacenamiento

Ingrediente

pH

Acidez titulable?!

(%)

Actividad antioxidante?
(mM equivalente

Trolox/mL)

Actividad
antioxidante?
(%)

AIECA?
(%)

Lactosuero 1

7

14

21

Bebida de avena 1

7

14

21

6.63 + 0.005%
6.63 + 0.005%
4.66 + 0.001°°
4.50 + 0.001¢@
5.71 + 0.0025°
5.73 + 0.002*°
5.34 + 0.001¢?

3.61 + 0.001°°

0.11 + 0.001B
0.12 + 0.002B2
0.31 + 0.002%2
N. D.
0.06 + 0.001¢°
0.07 + 0.005%°
0.08 + 0.002*°

N. D.

4.47 £ 0.01652
6.89 + 0.0332
3.94 + 0.050¢P
N. D.
3.56 + 0.003¢°
6.32 + 0.0075°
6.44 + 0.005%2

N. D.

95.61 + 0.28652
99.57 + 0.016"2
53.94 + 0.766"
N. D.
79.58 + 0.053¢°
90.21 + 0.108%°
92.01 £ 0.074%

N. D.

72.92 + 3.994%2
68.39 + 1.699%2
77.45 +2.247"
N. D.
63.83 + 3.134"
55.25 + 0.971B°
64.52 + 1.550"

N. D.

1 Expresada como porcentaje de la concentracién de acido lactico

2Medida con la metodologia ABTS

SActividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina

N. D. = No determinada

A B.C.D Medias con diferente literal may(scula en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05) entre los dias de almacenamiento en el

mismo ingrediente.

2 b Medias con diferente literal mintscula en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05) entre los ingredientes el mismo dia de

almacenamiento.



Por lo que se puede decir que probablemente, tanto en el lactosuero como
en la bebida de avena de esta investigacibn estuvieron presentes
microorganismos que disminuyeron el pH durante el almacenamiento.

Guler-Akin et al. (2016) elaboraron un yogurt adicionado con inulina y fibra
de avena y reportaron valores de pH menores a los observados en la bebida de
avena de la presente investigacion, pero con la misma tendencia descendente,
durante el almacenamiento a 4 °C. Los valores fueron 4.62 + 0.049, 4.54 + 0.049,
4.42 + 0.064 y 4.33 + 0.035 el dia 1, 7, 14 y 21, respectivamente. Sharma et al.
(2017) también reportaron una disminucion del pH en una bebida de lactosuero-
avena, durante el almacenamiento en refrigeracion a 4 °C, con registros de 4.31
+0.02,4.08 £0.03y 3.99 £ 0.02, el dia 1, 7 y 15, respectivamente.

Acidez titulable. La acidez titulable de los dos ingredientes fue
aumentando a medida que trascurrié el tiempo de almacenamiento (Cuadro 18).
Pero en base a que visualmente la viscosidad aumento considerablemente, no
fue posible medir la acidez titulable el dia 21. Debido a que era imposible mezclar
la bebida, como marca la técnica.

Por otra parte, el lactosuero mostro valores de acidez mas altos (P<0.05)
gue la bebida de avena durante los 14 dias de almacenamiento. El lactosuero
tuvo valores de 0.11 + 0.001, 0.12 + 0.002 y 0.31 + 0.002%, los dias 1, 7 y 14,
respectivamente; y no hubo diferencia entre los primeros dos monitoreos, pero si
(P<0.05) de estos dos con el dia 14. Sakhale et al. (2012) reportaron un valor
similar de acidez en lactosuero el dia 1 con 0.18%. Mientras que Chatterjee et al.
(2015) encontraron valores de 0.193 £ 0.041 % el dia 1 de monitoreo. Guler-Akin

et al. (2016) formularon un yogurt con fibra de avena e inulina y analizaron la
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leche que emplearon como materia prima, ésta tuvo una acidez mayor a la del
lactosuero de esta investigacion el dia 1 y 7 de almacenamiento, con un valor de
0.18 £ 0.01%.

Se detectd diferencia estadistica (P<0.05) en la acidez titulable de la
bebida de avena durante el almacenamiento y ésta fue aumentando conforme
trascurrieron los dias. Los porcentajes de acidez fueron 0.06 + 0.001, 0.07 +
0.005 y 0.08 + 0.002 el dia 1, 7 y 14, respectivamente. Valores similares se
presentaron en el estudio de Salmerdn et al. (2015) durante la fermentacién a 37
°C por 10 h, de avena con Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus reuteri, por separado. Estos fueron 0.07 + 0.02, 0.05 + 0.01 y 0.04
+ 0.01%, respectivamente.

En su estudio, Guler-Akin et al. (2016) no encontraron diferencia (P>0.01)
en la acidez de un yogurt con 2% p/v de fibra de avena, el dia 1 y 7 de
almacenamiento con 0.576 = 0.004 y 0.584 + 0.006%, respectivamente. Pero si
una disminucion significativa (P<0.01) a partir del dia 14 con 0.625 + 0.001%.
Tsetsegmaa y Tsetsegee (2016) de igual forma, encontraron en una bebida de
avena fermentada, que la acidez aument6 durante el paso del tiempo en
refrigeracion. Los valores observados fueron 0.36, 0.38, 0.41 y 0.44 los dias 0, 7,
14y 21.

Actividad antioxidante La actividad antioxidante del lactosuero y de la
bebida de avena dependi6 del tiempo de almacenamiento (Cuadro 18). Al
comparar estos dos ingredientes, los dias 1 y 7, el lactosuero tuvo mayor
(P<0.05) actividad con 4.47 + 0.016 y 6.89 = 0.033 mM equivalente Trolox/mL

(95.61 £ 0.286 y 99.57 + 0.016%) respectivamente, contra 3.56 + 0.003 y 6.32 *
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0.007 mM equivalente Trolox/mL (79.58 £ 0.053 y 90.21 + 0.108%) de la bebida
de avena. Pero el dia 14, la bebida de avena fue mas antioxidante con 6.44 +
0.005 mM equivalente Trolox/mL (90.01 £ 0.074%) que el lactosuero con 3.94 +
0.050 mM equivalente Trolox/mL (53.94 + 0.766%).

La capacidad del lactosuero para neutralizar radicales libres fue fluctuante
y diferente estadisticamente (P<0.05) durante los 14 dias de almacenamiento.
Inicié con 4.47 + 0.016 mM equivalente Trolox/mL (95.61 + 0.286%), aumenté el
dia 7 a 6.89 + 0.033 mM equivalente Trolox/mL (99.57 + 0.016%) y baj6é a 3.94 +
0.050 mM equivalente Trolox/mL (53.94 + 0.766%) el dia 14.

Estos resultados indican que la actividad antioxidante del lactosuero es
variable durante el almacenamiento. Arranz et al. (2019) también encontraron un
comportamiento variable en la actividad antioxidante en una bebida pasteurizada
de aislado de proteina de lactosuero. Registraron ~16% de inhibicion al inicio del
almacenamiento, seguido de ~10% a las dos semanas y ~16% a las 4 semanas.
Por otro lado, Shah et al. (2016) en una bebida simbidtica (Lactobacillus
helveticus e inulina) de lactosuero, reportaron que la inhibicion de ABTS
disminuyo de 44.42% el dia 7 a 38.95% el dia 14 de almacenamiento a 4 °C. Al
igual que Sady et al. (2013) quienes encontraron que después de 12 meses la
actividad antioxidante de una bebida de lactosuero con naranja baj6é de 18.5 a
7.9 um equivalente Trolox/mL. Adicionalmente, reportes previos han demostrado
gue la actividad antioxidante de quesos en los que se agregO proteina de
lactosuero, disminuye hasta un 63% durante el almacenamiento del queso por 30
dias, siendo la actividad maxima durante los primeros 10 dias (Bierzunska et al.,

2017). Los resultados de estos autores apoyan las observaciones del presente
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estudio. Ademas, se ha demostrado que factores tales como el procesado,
empaquetado, condiciones y tiempo del almacenamiento tienen un efecto
pronunciado en los antioxidantes naturales relacionados con los productos
lacteos (Zygoura et al., 2004).

Aunque el tipo de lactosuero, tratamiento aplicado, metodologia de
evaluacién y forma de reportar hace complicada la comparacion. Drydkova et al.
(2010), encontraron una actividad menor a la del presente estudio el dia 1. Esta
fue de 19.8% y aumentdé a 54% con 180 min de hidrdlisis con alcalasa en
concentrado de proteina de lactosuero. Mann et al. (2015) observaron 1.42 uM
Trolox/mg en péptidos de concentrado de proteina de lactosuero, mientras que
Onay-Ucaret et al. (2014) reportaron 0.350 uM Trolox/mg en aislado de proteina
de lactosuero. Cao y Xiong (2017) reportaron una actividad similar a la del dia 1
y 14 de almacenamiento del actual estudio, con ~4.5 y 4.0 mM equivalente
Trolox, al hidrolizar aislado de proteina de lactosuero con pancreatina durante 2
y 1 h, respectivamente. Kumar et al. (2020a) observaron un 74.45 + 0.42% de
neutralizacion del radical DPPH durante el almacenamiento a 4 °C, en una bebida
simbidtica de leche, avena, mijo y L. acidophilus.

La actividad antioxidante del lactosuero proviene principalmente de las
proteinas séricas como la a-lactoalbamina (Zulueta et al., 2009), B-lactoglobulina,
lactoferrina e inmunoglobulinas (Wakabayashi et al., 2006). Ademas, se ha
reportado que péptidos como INYW, LDQW, VGINYWLAHK, VEELKPT, entre
otros, de dichas proteinas inhiben el radical ABTS. Pero la actividad antioxidante
se reportd como ICso, por o que no seran comparados con el presente estudio

(Sadat et al., 2011; Folmer Correa et al., 2014; Mann et al., 2014).
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En cuanto a la actividad antioxidante de la bebida de avena, ésta aument6
(P<0.05) durante el almacenamiento con valores de 3.56 + 0.003, 6.32 = 0.007
mM y 6.44 £ 0.005 mM equivalente Trolox/mL (79.58 + 0.053, 90.21 + 0.108 y
92.01 £ 0.074%) el dia 1, 7 y 14, respectivamente. Probablemente debido a la
accion de microrganismos presentes. Tal como lo reportan Chen et al. (2020),
gue la capacidad para captar radicales ABTS en avena, aumentd con la
fermentacién. Con esto, estos autores indicaron que el cambio en la actividad
antioxidante de fracciones fendlicas esta estrechamente relacionado con la
modificacion estructural causada por enzimas microbianas.

Se ha encontrado que la actividad antioxidante de extractos de avena es
debida en gran parte a los polifenoles totales, integrados principalmente por las
avenantramidas (Bratt et al., 2003; Brindzova et al., 2008). Ademas de las
avenantramidas, la avena contiene otros polifenoles como la vainillina, el acido
clorogénico y el acido ferdlico. Los polifenoles totales en avena estan presentes
en una cantidad de 100 a 150 mg/100 g y las avenantramidas en 4 a 72 mg/100
g, dependiendo de la variedad (Tong et al., 2014). Por otra parte, Nakurte et al.
(2013) encontraron que la avena posee un péptido con capacidad antioxidante,
denominado lunasina y tiene un porcentaje de inhibicién del radical DPPH de
17%.

Actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina
(AIECA). Los resultados de la AIECA del lactosuero y de la bebida de avena
(Cuadro 18) muestran que, al inicio del almacenamiento, fueron estadisticamente
iguales (P>0.05). Pero durante el resto del almacenamiento (dia 7 y 14) el

lactosuero presenté mayor (P<0.05) capacidad de inhibir la ECA que la bebida
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de avena. En el lactosuero no hubo influencia del tiempo de almacenamiento por
lo que la AIECA fue igual (P>0.05). Los porcentajes de inhibicion fueron 72.92 +
3.994,68.39+1.699y 77.45 +2.247 el dia 1, 7 y 14, respectivamente. Esto pudo
ser debido a que al no ser la bebida un producto estéril, los microorganismos
presentes, pudieron haber descompuesto los compuestos con actividad sobre la
ECA, dando lugar a la formacién de otros con menor capacidad AIECA. Sin
embargo, al continuar con el metabolismo durante la fermentacion algunos
compuestos se derivaron en otros de menor tamafio y con mayor actividad ECA.
Asi como lo propusieron Shu et al. (2020) durante el almacenamiento a 4 °C de
kéfir con leche de cabra, durante 14 dias. Estos autores reportaron porcentajes
de AIECA de 82.1%, 84.1% y 82.9%, el dia 1, 7 y 14, respectivamente.

Se ha reportado que la AIECA del lactosuero es debida principalmente a
las proteinas y sus péptidos. Las fracciones peptidicas de 3 a <1000 Da
presentan actividad contra la ECA (O Loughlin et al., 2014; Cheung et al., 2015).
Chobert et al. (2005) encontraron que el péptido IVTQTMK, obtenido de la
hidrolisis de lactosuero ovino presento un porcentaje de inhibicion de la ECA de
70.8, que es similar al obtenido en el presente estudio el dia 1 de
almacenamiento. Igual que en el presente estudio, Lim et al. (2011) tampoco
observaron cambio en la AIECA entre el dia 1y el dia 7 de almacenamiento a 4
°C, en un yogurt adicionado con 5 mg/mL de hidrolizado de proteina de
lactosuero, con un porcentaje de ~64%.

Los valores de AIECA del presente estudio, fueron mayores a los
reportados por lbrahim et al. (2017) con 20% de AIECA en lactosuero obtenido

con leche de cabra; y a los de Mazorra-Manzano et al (2020) con 22% en
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lactosuero de queso fresco. Por otro lado, fueron similares al observado por
Chobert et al. (2005) que fue de 70.8% en el péptido IIVTQTMK de la B-
lactoglobulina de lactosuero ovino. Se ha comprobado que los péptidos IIAE y
LIVTQ de la B-lactoglobulina tienen AIECA (ICso) de 128 y 113 pg/mL,
respectivamente (Welderufael et al., 2012), e interactan con los mismos
residuos de aminoécidos de la ECA que lisinopril y el enalapril, que son farmacos
recetados para inhibir la ECA. El péptido IIAE se enlaza con el residuo Asp de la
posicién 140 al igual que el lisinopril y el péptido LIVTQ con el residuo Ala de la
posicion 332, al igual que lo hacen el lisinopril y el enalapril.

En cuanto a la AIECA de la bebida de avena, fue fluctuante y la mayor
inhibicion y sin diferencia (P>0.05) fue los dias 1y 14 con 63.83 +3.134%y 64.52
+ 1.550%, respectivamente. En tanto que el dia 7 tuvo significativamente
(P<0.05) menor poder de inhibir la enzima convertidora de angiotensina con un
porcentaje de 55.25 £+ 0.971. Zheng et al. (2020) encontraron que 1 mg/mL de
hidrolizado de globulina de avena, presentdé una AIECA de 48.18 £ 3.57%. De
este hidrolizado, se obtuvo el péptido SSYYPFK con un ICso de 91.82 pM. Y
reportan que el mecanismo de accién fue a través de inhibicidén competitiva en el
sitio S1 de la ECA via puentes de hidrégeno, que es un mecanismo similar al
ejercido por el captopril. También, reportaron que este péptido, en una
concentracion de 100 a 150 mg/kg de peso corporal disminuy6 (P<0.05) la
presion sistélica y diastdlica de ratas hipertensas y suprimié la actividad de la
renina y la endotelina-1 un 47.59 y 27.88% a 1.5 mg/mL, respectivamente.

Cheung et al. (2009) hidrolizaron 30mg/mL de aislado de proteina de

avena con una relacién 0.1% enzima/sustrato, usando termolisina por 3 h a pH
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de 8.0y 70 °C. Reportaron una AIECA de ~70%. Por lo que al comparar el valor
gue estos autores obtuvieron y el observado en el dia 1 de la bebida de avena,
se puede inferir que probablemente el tratamiento empleado para elaborar la
bebida de avena genera una AIECA similar a la hidrdlisis enzimética de aislado
de proteina de avena.

Bleakley et al. (2017) mediante un andlisis in silico reportaron una AIECA
de 96.5 a 86.5% en 1 mg de extracto seco/mL de aislado de proteina de avena
de siete variedades diferentes. Cabe mencionar que se ha reportado que existe
hay poca literatura sobre la actividad antihipertensiva de péptidos de avena
(Zheng et al., 2020).

Vida de Anaquel de Bebidas Funcionales de Lactosuero-Avena

Para definir la vida de anaquel de las bebidas de lactosuero-avena, se
determind el pH y la acidez titulable, en base a que el pH tiene impacto directo
en la inocuidad del producto y la acidez en la percepcion sensorial. Mientras que
la acidez titulable se refiere al contenido de acido total y predice mejor el impacto
en la precepcion sensorial de la acidez que el pH (Sadler y Murphy, 2010).

La bebida de lactosuero-avena fue aceptable hasta el dia 14 de
almacenamiento a 4 °C, en base al pH, acidez titulable y apariencia. Cabe
mencionar que se planed medir estos parametros durante 21 dias, pero no fue
posible determinar la acidez titulable el dia 21 debido a alta viscosidad y
apariencia “gelatinosa” detectadas visualmente en todas las bebidas, ademas del
olor desagradable tipico de descomposicion por causa microbial. Por lo que
probablemente la presencia de microorganismos fue la causa de la disminucion

del pH como del aumento de la acidez titulable. Chatterjee et al. (2015)
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formularon una bebida de lactosuero, jugo de naranjay 0.1% p/v del estabilizador
alginato de sodio. Reportaron una vida de anaquel en refrigeracion de 49 dias,
pero ésta aumentd a 3 meses al adicionar 150 ppm del conservador benzoato de
sodio. La acidez titulable de bebidas de lactosuero-avena se muestra en el
Cuadro 19. En el dia 1 de refrigeracién no hubo efecto de la cantidad de inulina
(P=1.00), el tiempo de ultrasonido (P=0.45) ni de la interaccion de estos factores
(P=0.45). Todas las bebidas tuvieron la misma acidez de 0.11 + 0.001%.

El dia 7, lainulina y el ultrasonido tuvieron influencia estadistica (P=0.001)
pero la interaccion de estos factores no (P=0.05). La bebida mas aciday diferente
(P<0.05) a las demas fue LSA/1/3 con 0.12 + 0.003%. Las deméas bebidas fueron
iguales (P>0.05) con 0.11 £+ 0.001%.

Finalmente, en el dia 14, se pudo observar el efecto estadistico (P<0.05)
del ultrasonido, la inulina y la interaccion de éstos. Todas las bebidas tuvieron
acidez diferente (P<0.05), y se puede decir que el nivel de acidez fue proporcional
a la cantidad de inulina en primera instancia y posteriormente al tiempo de
ultrasonido. De tal forma que la bebida méas acida fue LSA/2/15 con 0.28 + 0.001,
seguida de LSA/2/3 con 0.26 £ 0.001, posteriormente LSA/1/15 con 0.251+ 0.002
y por ultimo 0.21 + 0.002% en LSA/1/3. Probablemente el efecto de las variables
fue evidente hasta el dia 14 porque previo a esto no existia un notable desarrollo
de microorganismos. En base a que las bebidas no se sometieron a ningun
tratamiento tradicional de conservacion, ni se usé temperatura durante la
sonicacién. Ademas de gue no se elaboraron en condiciones estériles sino solo

con medidas de inocuidad.
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Cuadro 19. Efecto de la aplicacion de ultrasonido y la adicién de inulina en la acidez titulable y pH de bebidas
funcionales de lactosuero-avena durante el almacenamiento a 4 °C (media + E. E.)

Bebida®

Acidez titulable? (%)

Dia 1

Dia 7

Dia 14

Dia 1

Dia 7

Dia 14

Dia 21

LSA/1/3

LSA/2/3

LSA/1/15

LSA/2/15

0.11 + 0.001¢
0.11 + 0.001B2
0.11 + 0.001°B2

0.11 + 0.001B

0.12 + 0.003®2
0.11 + 0.0018°
0.11 + 0.001%°

0.11 + 0.001B°

0.21 + 0.002A4
0.26 + 0.0014°
0.25 + 0.001%¢

0.28 £ 0.001%2

6.33 + 0.0042
6.28 + 0.0017P
6.29 + 0.005%°

6.25 + 0.0014°

5.77 + 0.008%¢
5.87 + 0.0098¢
5.90 + 0.002°8°

6.04 + 0.003%

5.41 + 0.008¢°
4.97 + 0.003¢°
5.44 + 0.005%

4.72 + 0.002¢¢

3.96 + 0.003"
3.98 + 0.001°¢
4.21 + 0.004°°

4.46 £ 0.001P2

1Bebidas de lactosuero-avena (LSA). LSA/1/3 = 1% p/v de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/2/3 = 2% p/v de inulina y 3 min de ultrasonido;
LSA/1/15 = 1% plv de inulina y 15 min de ultrasonido; LSA/2/15 = 2% p/v de inulina y 15 min de ultrasonido.

2 Expresada como porcentaje de la concentracion de acido lactico.
Ultrasonido = 24 kHz y 23 W.

A B.C Medias con literales mayusculas en la misma fila de cada variable indican diferencia significativa (P<0.05) entre los dias de
almacenamiento.
ab.c.d Medias con literales mindsculas en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05) entre las bebidas



En cuanto a la inulina, tal vez se presentd mayor acidez conforme
aumentaba la cantidad, porque este es un polisacarido compuesto por fructosa
gue es fuente de carbono (Ahmed y Rashid, 2017). Aghbashlo et al. (2016)
reportaron que el hongo Mucor indicus es capaz de asimilar de igual forma la
glucosa que la fructosa, pero es necesario el desarrollo de enzimas para poder
obtener dicho azucar. Por lo que también puede haber sido mejor la aplicacion
de 15 min de ultrasonido que quizas hidroliz6 mejor la inulina que cuando se
aplicaron 3 min.

Guler-Akin et al. (2016), observaron en un yogurt probiético de durazno
con inulina y B-glucano de avena, la viscosidad aumento (P<0.01) durante 21
dias de almacenamiento a 4 °C. También Sahan et al. (2008) agregaron [3-
glucano de avena a un yogurt y mostraron que la viscosidad aumenté (P<0.05)
por la adicion de esta fibra y por el tiempo de almacenamiento durante 15 dias a
4 °C. Similar a los resultados del presente estudio, Martini y Walsh (2012)
reportaron que suspensiones de lactosuero ultrasonicadas a 15 W por 15 min a
60 °C tuvieron mayor viscosidad que aquellas en las que no se aplico ningun
tratamiento. Adicionalmente KreSi¢ et al. (2008) reportaron un aumento en la
viscosidad de lactosuero ultrasonicado (20 kHz, 43-48 W/cm?) por 15 min. Se lo
atribuyeron al aumento en la capacidad para enlazar moléculas de agua. Otros
autores relacionan la viscosidad de las bebidas con la presencia de
microorganismos. Cassani et al. (2017) reportaron que en jugos de fresa
almacenados durante 14 dias a 5 °C, formulados con diferentes proporciones de
inulina:oligofructosa y tiempos ultrasonido (40 kHz y 180 W): 1:1 con 0 min, 1:1

con 30 min y 1:3 con 15 min, respectivamente, el conteo de hongos y levaduras
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alcanzo un nivel de 8 Log UFC/mL y el género Enterobacteriaceae y coliformes
totales se mantuvo en 5 Log UFC/mL. Sin embargo, estos autores no reportaron
valores de acidez. Al igual que en la investigacion de estos autores, en las
bebidas formuladas en el presente estudio, pudieron estar presentes
microorganismos causantes del deterioro y asi aumentar la viscosidad de las
bebidas.

Por otra parte, Guler-Akin et al. (2016) en una bebida de lactosuero, avena
e inulina, no encontraron diferencia (P>0.01) en la acidez titulable, al adicionar 1
0 2% p/v. Pero al igual que en la presente investigacion, si observaron diferencia
entre los dias de refrigeracion 1, 7 y 14. Los valores de acidez que reportaron
fueron de 0.554 + 0.004, 0.585 + 0.005 y 0.674 + 0.004%, respectivamente en la
formulacion con 1% p/v de inulina. Y 0.564 + 0.002, 0.592 + 0.008 y 0.678 +
0.002%, respectivamente en la formulacion con 2% p/v de inulina.

En tanto que Sakhale et al. (2012) reportaron que el porcentaje de acidez
de una bebida de lactosuero y mango, no vari6 mucho durante 30 dias a 4 °C
con un valor de 0.35% en promedio, pero encontraron conteos de hongos y
levaduras y de conteo total en placa de 3a 20 UFC/mLy de 2 a 2.5 x 10* UFC/mL,
respectivamente. De igual forma, Chatterjee et al. (2015) reportaron a los 14 dias
de almacenamiento a 7 °C, una acidez de 0.118% en una bebida pasteurizada
de lactosuero con naranja, alginato de sodio como estabilizador y benzoato de
sodio como conservador. Ademas de un conteo de hongos y levaduras de 18
UFC/mL.

En el presente estudio no existié diferencia en la acidez de las bebidas por

la aplicacion de 3 o 15 min de ultrasonido el dia 1 del almacenamiento.
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Resultados similares son los observados por Aadil et al. (2013) quienes tampoco
encontraron cambios en la acidez de jugo de uva al aplicar ultrasonido (28 kHz)
a 20 °C por 0 30, 60 0 90 min, obteniendo un valor de acidez de 0.16 + 0.01%.
De igual manera, Abid et al. (2013) no encontraron cambios en la acidez titulable
de jugo de manzana con ultrasonido (25 kHz a 20°C) por 0, 30, 60 0 90 min,
registrando una acidez de 0.19 + 0.01, 0.20 + 0.01, 0.21 £ 0.01 y 0.21 + 0.02%,
respectivamente.

En el pH, se observo efecto de la cantidad de inulina (P<0.001), tiempo de
ultrasonido (P<0.001) y la interaccion de éstos (P<0.05), durante los 21 de
almacenamiento a 4 °C. En el dia 1, la formulacion con el mayor pH (P<0.05) fue
la de LSA/1/3 con 6.33 + 0.004, seguida de las formulaciones LSA/1/15y LSA/2/3
con 6.29 = 0.005 y 6.28 + 0.001, respectivamente y sin diferencia entre ellas
(P>0.05) y la de menor pH fue la bebida LSA/2/15 con 6.25 + 0.001. El dia 7,
todas las bebidas fueron diferentes entre si (P<0.05). A pesar de que el pH si se
pudo medir el dia 21, los valores estuvieron en un rango de 3.96 a 4.46 y se ha
reportado que la produccidén de acido define las caracteristicas de calidad y la
vida util de un producto; por ejemplo, en bebidas fermentadas el pH minimo para
garantizar un sabor ligero es de 4.6 (Thamer y Penna, 2005).

Guler-Akin et al. (2016) también reportaron diferente (P<0.01) pH en una
bebida de lactosuero, avena, puré de durazno, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium BB-12 y 2% p/v de inulina. Con
registros de 4.46 + 0.007, 4.32 + 0.028, 4.24 +£ 0.028 y 4.15 + 0.042 durante el
almacenamiento a4 °C, el dial, 7, 14y 21, respectivamente. Souza etal. (2019)

reportaron un pH de 5.7 £ 0.01 en una bebida de lactosuero, fresa y prebibticos,
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que es similar al observado en las bebidas de esta investigacion el dia 7. Kumar
et al. (2017) reportaron valores de pH en un rango de 3.80 a 4.75 en bebidas
fermentadas a 37 °C por 16 h de lactosuero con diferentes niveles de indculo de
L. casei e inulina. Ramchandran y Shah (2010) también elaboraron yogurt con
inulina 'y observaron valores de pH menores a los de la presente investigacion los
dias 1, 7,14y 21 con 4.5, 4.38, 4.33 y 4.52, respectivamente.
Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de las bebidas durante almacenamiento, fue
influenciada por la cantidad de inulina (P<0.05), el tiempo de aplicacion de
ultrasonido (P<0.05) y la interaccién de estas dos variables (P=0.001) (Cuadro
20). La bebida LSA/1/15 presento la mayor actividad todo el almacenamiento. El
dia 1 con 3.68 = 0.045 mM equivalente Trolox/mL (81.70 + 0.782%), seguida de
LSA/1/3 con 3.43 + 0.028 mM equivalente Trolox/mL (77.36 = 0.486%) y por
altimo las bebidas LSA/2/15 y LSA/2/13 con 3.16 + 0.020 y 3.11 + 0.004 mM
equivalente Trolox/mL (72.64 + 0.355y 71.75 + 0.077%), respectivamente y sin
diferencia (P>0.05) entre ellas. Al parecer, en la adicion de 2% p/v de inulina no
tuvo efecto el tiempo de ultrasonido en la actividad antioxidante. Al dia 7, la
bebida LSA/1/15 tuvo 6.05 + 0.003 mM equivalente Trolox/mL (86.05 + 0.044%),
seguida por LSA/2/3 con un valor de 6.00 £ 0.007 mM equivalente Trolox/mL
(85.29 = 0.109%) y por ultimo las bebidas LSA/1/3 y LSA/2/15 con 5.98 + 0.008
y 5.98 + 0.001 mM equivalente Trolox/mL (84.96 = 0.115 y 84.96 + 0.016%)

ambas.
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Cuadro 20. Efecto de la aplicacion de ultrasonido y la adicion de inulina en la actividad antioxidante de bebidas funcionales
de lactosuero-avena durante el almacenamiento a 4 °C (media £ E. E.)

Actividad antioxidante?

Actividad antioxidante

Tratamiento? (mM equivalente Trolox/mL) (%)
Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 1 Dia 7 Dia 14
LSA/1/3 3.43 +0.028° 5.98 + 0.008°¢ 6.15+0.027%°  77.36 £ 0.486°°  84.96 + 0.115%  87.55+ 0.416"°
LSA/2/3 3.11 £ 0.004¢¢ 6.00 = 0.0074° 4.57 +£0.0285¢ 71.75+0.077°° 85.29+0.109%°  63.33 + 0.146"¢
LSA/1/15 3.68 +£0.045% 6.05 + 0.00382 6.52 + 0.026"2 81.70 £ 0.782%@  86.05+ 0.044%2  93.24 + 0.399*°
LSA/2/15 3.16 £ 0.020¢° 5.98 + 0.001%¢ 4.58 +0.006 B¢ 72.64 +£0.355°¢  84.96 + 0.016"°  63.65 + 0.096°¢

1 Bebidas de lactosuero-avena (LSA). LSA/1/3 = 1% de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/2/3 = 2% de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/1/15 =
1% de inulina y 15 min de ultrasonido; LSA/2/15 = 2% de inulina y 15 min de ultrasonido.

2Medida con la técnica del radical ABTS.

Ultrasonido = 24 kHz y 23 W.
AB.C Medias con literal maytscula en la misma fila de cada forma de reportar (mM equivalente Trolox/mL o porcentaje) indican diferencia significativa
(P<0.05) entre los dias de almacenamiento.
ab.c Medias con literal mindscula en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05) entre tratamiento.



El dia 14, la formulacién LSA/1/15 6.52 + 0.026 mM equivalente Trolox/mL
(93.24 £ 0.399%), la bebida LSA/1/3 con 6.15 + 0.027 mM equivalente Trolox/mL
(87.55 + 0.416%) y con menor actividad antioxidante y sin diferencia entre ellas
(P>0.05) las formulaciones LSA/2/15 y LSA/2/13 con 4.58 + 0.006 mM
equivalente TroloxmL (63.65 = 0.096%) y 4.57 + 0.028 mM equivalente
Trolox/mL (63.33 + 0.146%) respectivamente.

Un porcentaje similar al maximo obtenido en este estudio, observaron Bei
et al. (2020) durante la fermentacién de avena durante a 30 °C por 14 dias, con
la levadura Monascus anka GIM 3.592. Reportaron que la capacidad de
fracciones fenolicas para captar radicales ABTS fue de 93%, con 28 pug/mL de la
fraccion soluble y 18 pg/mL de la fraccion insoluble.

La tendencia en la actividad antioxidante cuando se adicion6 1% p/v de
inulina fue en aumento (P<0.05) durante todo el almacenamiento de 14 dias. El
mismo comportamiento encontraron Madhu et al. (2012) en yogurts simbioticos
con Lactobacillus plantarum CFR 2194, Lactobacillus fermentum CFR 2192 y 1%
p/v de fructooligosacaridos. Los registros de actividad antioxidante fueron 82.7%,
85.4% vy 86.2% los dias 1, 7 y 14 de almacenamiento a 4 °C. Estos autores se lo
atribuyeron a la actividad fermentativa de los probiéticos. Aunque Kumar et al.
(2020b) encontraron que la actividad para inhibir el radical DPPH, disminuyo
durante el almacenamiento de una bebida funcional de leche, avena y mijo.

Por otro lado, en el presente estudio, cuando se usé 2% p/v de inulina, el
comportamiento de la capacidad para inhibir radicales libres fue fluctuante.
Present6 un aumento el dia 7 y una disminucioén el dia 14. Shakerian et al. (2015)

encontraron en yogurt probiético que con la adicion de 1% p/p de inulina se afecté
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negativamente la hidrdlisis, a comparacion de cuando no se adicioné. Lo que
probablemente sucedié en esta investigacion fue que a 2% p/v de inulina,
disminuy® la hidrélisis por parte de los microorganismos presentes e hizo que la
actividad antioxidante disminuyera al dia 14. También se ha encontrado que los
polifenoles disminuyen con el almacenamiento, debido tal vez a la pérdida de
grupos reactivos hidroxilo (Kumar et al., 2020a). Zaho et al. (2020) evaluaron
diferentes tiempos de ultrasonido (40 kHz y 122-126 W/cm?) durante 0, 10, 20,
30 040 min en suero de tofu y al igual que en la presente investigacion, reportaron
gue la actividad antioxidante fue mejor (P<0.05) cuando aplicé el mayor tiempo
de ultrasonido. Este fue de 40 min, con una actividad de 0.7485 pmol Trolox/mL,
determinada con la técnica DPPH.

El aumento en la actividad antioxidante a mayor tiempo de ultrasonido,
probablemente se deba a la ruptura de enlaces proteina-polifenoles que se
pudieron haber formado en las bebidas, en base a que los polifenoles tienen
afinidad por moléculas proteicas ricas en prolina (Tong et al., 2000). Por lo que a
15 min de ultrasonido se pueden haber liberado estos compuestos y generado
mayor actividad antioxidante (P<0.05) que a 3 min de ultrasonido. Este
argumento se apoya con lo observado por Chen et al. (2019) quienes mencionan
gue la aplicacién de ultrasonido (40 kHz y 200 W) por 20 min, en aislado de
proteina de lactosuero tuvo efecto sobre la estructura secundaria de las proteinas
donde algunas regiones y aminoacidos hidrofébicos como el triptéfano quedaron
expuestos en la superficie de la proteina. En este sentido, se ha encontrado que
los péptidos antioxidantes estan compuestos por 5 a 11 aminoacidos hidrofébicos

como prolina, histidina, tirosina y triptéfano (Pihlanto, 2006). A su vez, Liu et al.
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(2019) encontraron que, con la aplicaciéon de ultrasonido (20 kHz y 110 W/cm?)
durante 60 min, a comparacién de 0, 15, 30 o 45 min, obtuvieron la mayor
(P<0.05) capacidad antioxidante en aislado e hidrolizado de proteina de
lactosuero. Los valores registrados fueron de 44.85% vy 51.71%,
respectivamente. Ademas, fueron significativamente (P<0.05) mas altos que
cuando se usO un tratamiento térmico, que generd una AIECA de 38.97% y
43.16%, respectivamente.

En cuanto a bebidas de lactosuero sin ultrasonido, Gad et al. (2013)
formularon una bebida de lactosuero con mango en polvo, azucar, aceite de
linaza y pectina. Encontraron una actividad antioxidante menor a la de esta
investigacion con 0.00885 mM equivalente Trolox/mL.

Finalmente, la combinacion de lacteos con inulina genera buena actividad
antioxidante, de tal forma que Jiménez et al. (2008) determinaron la actividad
antioxidante de algunas bebidas comerciales e ingredientes. Encontraron que el
yogurt bajo en calorias y con inulina tuvo un valor de 13.27 £ 0.01 um equivalente
Trolox y fue mas antioxidante que la leche fermentada, la leche enriquecida con
vitamina E, la pulpa de limén y la pectina, con valores de 10.96 £ 0.01, 12.67 *
0.02,1.99 + 0.01y 0.63 £ 0.01 um equivalente Trolox.

Actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina (AIECA)

En general, la AIECA de las bebidas de lactosuero-avena con ultrasonido
e inulina disminuyo al dia 7 y aumenté el dia 14 de almacenamiento (Cuadro 21).

Al inicio, la AEICA fue influenciada por el tiempo de ultrasonido (P=0.05) y
la interaccion de este con la cantidad de inulina (P=0.01), pero el porcentaje de

inulina por si solo no tuvo efecto (P=0.41).
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Cuadro 21. Efecto del tiempo de ultrasonido y la adicion de inulina en la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de
angiotensina de bebidas funcionales de lactosuero-avena durante el almacenamiento a 4 °C (media £ E. E.)

Actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (%)
Tratamiento?

Dia 1 Dia 7 Dia 14
LSA/1/3 64.61 + 2.46° 63.53 + 1.09820 72.52 £ 1.28*°
LSA/2/3 71.24 + 1.89A® 59.44 + 1.015° 71.69 £ 0.95%°
LSA/1/15 73.57 £ 1.075 68.05 + 1.632 79.63 + 0.89%
LSA/2/15 70.03 £ 1.76"% 60.73 + 2.008° 70.85 + 0.80*°

1 Bebidas de lactosuero-avena (LSA). LSA/1/3 = 1% de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/2/3 = 2% de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/1/15 =
1% de inulina y 15 min de ultrasonido; LSA/2/15 = 2% de inulina y 15 min de ultrasonido.

Ultrasonido = 24 kHz y 23 W.

A B.C Medias con literal mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05) entre los dias de almacenamiento.

&b Medias con literal mindscula en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05) entre tratamiento.



La bebida con mas AIECA fue LSA/1/15 con 73.57% + 1.07 y solo fue
diferente (P<0.05) de la formulacion LSA/1/3 con 64.61% * 2.46. Mientras que
las bebidas iguales estadisticamente (P>0.05) entre si y con las demas, fueron
LSA/2/3 con 71.24% + 1.89 y LSA/2/15 con 70.03% + 1.76. El dia 7, el porcentaje
de inulina (P=0.001) y el tiempo de ultrasonido (P=0.06) fueron significativamente
relevantes, pero no la interaccion (P=0.29). Nuevamente la formulaciéon LSA/1/15
mostré la mas alta actividad contra la ECA con 68.05% + 1.63 y fue mejor
(P<0.05) que las bebidas que contenian mas inulina. Con valores de 60.73 +
2.00%y 59.44 + 1.01%, para LSA/2/15 y LSA/2/3, respectivamente. En tanto que
la muestra LSA/1/3 fue igual (P>0.05) a todas las demas con 63.53 + 1.09%.
Finalmente, en el ultimo dia de monitoreo, tanto las variables independientes
como la interaccion tuvieron efecto estadistico (P<0.05) sobre la AIECA. Y de
igual manera que los demas dias de almacenamiento, la bebida LSA/1/15 fue la
gue presentd mayor habilidad de inhibir la ECA con 79.63% £ 0.89. Las otras
formulaciones LSA/1/3, LSA/2/3 y LSA/2/15, tuvieron menos (P<0.05) capacidad
inhibitoria y no fueron diferentes entre si. Los valores fueron con 72.52 + 1.28%,
71.69 £ 0.95% y 70.85 £ 0.80%, respectivamente.

En general, las bebidas mostraron una disminucién significativa (P<0.05)
de la AIECA el dia 7 y un aumento al dia 14. Pero en el caso de las bebidas con
2% p/v de inulina, el dia 1 y 14 tuvieron una AIECA estadisticamente (P>0.05)
igual. Esto mismo sucedi6 en la investigacion de Erkaya-Kotan (2020) en una
bebida en yogurt adicionado con 1% p/v de fibra de naranja y sin ultrasonido. Con
registros de ICso de 105, 86 y 91 mg/mL, el dia 1, 7 y 14 respectivamente.

Mientras que lo que respecta a las formulaciones con 1% p/v de inulina, la AIECA
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fue mayor y mejor (P<0.05) el dia 14 que el dia 1. De igual manera, Erkaya-Kotan
(2020) encontraron en un yogurt adicionado con 1.5% de fibra de naranja, valores
de 48%, 49% y 54%, el dia 1, 7y 14 a 4 °C. Ademas, se ha observado que, en
leche fermentada con bacterias acido l4cticas, la actividad proteolitica continla
durante el almacenamiento a 5 °C, por el aumento de AIECA (Nielsen et al.,
2009). Ramchandran y Shah (2010) en un yogurt bajo en grasa con la adicién de
Streptococcus thermophilus, observaron este mismo comportamiento. Estos
autores se lo atribuyeron a la continua actividad proteolitica de los
microorganismos, lo que modifico la concentracion de péptidos y la capacidad de
inhibir la ECA.

La razon por la cual la formulacion LSA/1/15 presentd la mayor AIECA
puede atribuirse a que el aumento de la energia acustica del ultrasonido
aumentada por la amplitud y el tiempo de aplicacién, puede romper aglomerados
de proteina e incrementar el area superficial y generar mas sitios reactivos (Ma
et al., 2018). A tal efecto, se ha encontrado que el ultrasonido acelera la hidrdlisis
enzimatica, Madadlou et al. (2011) emplearon ultrasonido de 1.5W y 4.5 uym para
mejorar la generacion de péptidos inhibidores de la ECA a partir de caseina,
hidrolizada con proteasa de A. oryzae. Estos autores obtuvieron una inhibicion
maxima de la ECA ~58% con y sin sonicacion, pero esta AIECA se alcanzé a los
30 min cuando se aplico ultrasonido y a los 180 min cuando no se aplicé.

De hecho, la aplicacién de esta tecnologia a (20 kHz y 40 W) por 210 min
pulsado, 2 s encendido y 4 s apagado, como pre-tratamiento de la hidrdlisis,
aumento la AIECA de péptidos de proteina de germen de trigo. El aumento fue

de 20% en comparacién con muestras sin ultrasonido (Jia et al., 2010). También
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Wang et al. (2015) reportaron que el ultrasonido (20 kHz a 750 W) durante 20
min, pulsado con 2 s encendido y 2 s apagado, como paso previo al hidrélisis de
proteina de avena generd un aumento en la taza de hidrdlisis y de la AEICA en
un 32.1 y 53.8%, respectivamente a comparacion de las muestras sin la
aplicacion de ultrasonido. Adicionalmente Wu et al. (2018) encontraron que el
ultrasonido en proteina de lactosuero, aument6 el grado de hidrdlisis y la AIECA
significativamente (P<0.05) en comparacién de las muestras donde no se aplico.
Aunque Fuglsang et al. (2003) observaron que no existe una relacion lineal pero
si proporcional entre la AIECA in vitro y la protedlisis en el medio.

En el presente estudio, se observo que las bebidas de lactosuero-avena
con baja cantidad de inulina (1% p/v) presentaron mejores resultados que con el
nivel alto (2% p/v) de este ingrediente. De forma contraria, Ramchandran y Shah
(2010) observaron que la AIECA en yogurts, fue mayor en presencia de inulina
(3% p/v) que en ausencia de ésta. Balthazar et al. (2018) observaron que la
adicion de inulina en leche empleada para la formulacion de helado, mejoré
(P<0.05) la AIECA generando una inhibicion de 78.40%. Mientras que el control
registr6 18.55%. Contrariamente, Shakerian et al. (2015) reportaron que la
adicion de inulina (1% p/v) disminuyo el porcentaje de AIECA a comparacion de
los yogurts que no contenian este prebidtico (84% Vs. 98%). Estos autores creen
gue ese resultado se debid al aumento en la hidrdlisis (por ser prebidtico), lo que
pudo haber generado péptidos mas pequefios con menor actividad sobre la ECA.

En un estudio se encontrd que la longitud de péptidos lacteos con AIECA
es de 2 a 6 aminoacidos, poseen hidrofobicidad y carga positiva (Pripp et al.,

2004; O’Loughlin et al., 2014). Por otro lado, existe suficiente evidencia de que el
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ultrasonido despliega la estructura de las proteinas y provoca la exposicién de
regiones y aminodcidos hidrofébicos (Gulseren et al., 2007; Jia et al., 2010;
Jambrak et al., 2014). Asimismo, se ha mostrado que la cavitacion del ultrasonido
(28 kHz a 20W/L) durante 20 min, aumenta la hidrofobicidad superficial al exponer
grupos hidrofébicos internos y el contenido de grupos sulfhidrilo. Mientras que los
puentes dislufuro disminuyen (Cui et al., 2019). De hecho, se reporté un aumento
del 43.7% en el contenido de grupos sulfhidrilo y de un 62.6% en la hidrofobicidad
superficial de proteinas de lactosuero, ademas de una disminucién y aumento
significativos (P<0.05) de la cantidad de a-hélice y laminas 3, respectivamente
(Wu et al., 2018).

Cui et al. (2019) aplicaron ultrasonido (28 kHz y 20 W/L) durante 20 min
en proteina de leche y reportaron un aumento de 22.87% en la AIECA con un
valor de 67.20% en muestras sonicadas a comparacion de las muestras sin
tratamiento.

En un estudio reciente, Hussein et al. (2020) no usaron ultrasonido, pero
analizaron la AIECA de concentrado de proteina de lactosuero hidrolizada con
alcalasa y obtuvieron un 98.4% de inhibicion, que es mayor que la AIECA maxima
generada en la presente investigacion con 79.63%. Cabe mencionar que en la
actual investigacion no se analizo6 el hidrolizado de la proteina concentrada, sino
el extracto soluble de una bebida de lactosuero, avena e inulina.

Por otro lado, los valores de AIECA aqui presentados, son similares a los
obtenidos en la investigacion realizada por Mazorra-Manzano et al. (2020) en
lactosuero fermentado con microbiota nativa a 35-42 °C por 120 h con valores

del 60 al 70% de inhibicion. A pesar de que se generaron valores similares de
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AIECA, estos autores emplearon mucho mas tiempo (120 h) a comparacion del
empleado en las bebidas de lactosuero-avena de este estudio (15 min), para
llegar a dicha inhibicion. Adicionalmente, se ha encontrado que extractos de
proteina de avena (Avena sativa), presentaron una AIECA de 86.6+10.7% a
96.5+25.8%, dependiendo la variedad de avena (Bleakley et al., 2017).

Analisis Sensorial

Prueba de aceptabilidad. En la aceptacion sensorial no tuvieron
significancia estadistica la apariencia (P=0.47), color (P=0.87), olor (P=0.94),
sabor (P=0.38), viscosidad (P=0.71), regusto (P=0.15) y aceptacion general
(P=0.15). El anico atributo sensorial en el que los panelistas detectaron diferencia
(P=0.006) fue el dulzor (Cuadro 22). Las bebidas LSA/1/3 y LSA/2/15 fueron las
mas aceptadas y solo fueron diferentes (P<0.05) de la bebida control. En las
bebidas LSA/2/3 y LSA/1/15 no hubo diferencia (P>0.05) en la aceptacion del
dulzor entre ellas ni con las demas.

Cabe mencionar que la aceptacion sensorial, se mide en escala de
aceptacion de un producto, pero los valores no tienen unidades.

En todos los atributos sensoriales, evaluados en las bebidas, estos valores
fueron mayores a 3 por lo que se podria decir tuvieron “buena” aceptacion por
estar arriba de la media de la escala heddnica de 5 puntos. Entre los comentarios
de los panelistas durante la evaluacidon sensorial se encuentran: Las bebidas
tienen buen sabor; si las compraria; les falta dulzor o sabor; buen sabor; les falta
viscosidad; sabor muy dulce; mejorar el color; el sabor a avena me gusta; el sabor

de todas me parecio delicioso; entre otros.
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Cuadro 22. Efecto del tiempo de ultrasonido y la adicién de inulina en la aceptaciéon sensorial de bebidas funcionales de
lactosuero-avena (media + E.E.)

Tratamiento! Apariencia2 Color? Olor? Sabor? Dulzor? Viscosidad? Regusto2 A;::;:(;n
LSA/1/3 3.64 + 0.10? 3.47 £ 0.092 3.95+0.10? 3.17 £ 0.10? 3.48 £ 0.11* 3.54 £ 0.10? 3.52+0.10* 3.49+0.10?
LSA/2/3 3.49+0.09% 3.48 £ 0.09° 4.00 £ 0.09? 3.15+0.10° 3.36 £ 0.11%° 3.55 + 0.09° 3.53+0.09° 3.62+0.09%
LSA/1/15 3.63£0.09? 3.49£0.10% 3.97 £0.09? 3.15+0.10? 3.19+0.10% 3.40 £0.10% 3.39+£0.09% 3.43x0.09%
LSA/2/15 3.61 £0.09? 3.55+0.09? 0.98 £ 0.09? 3.22+£0.11* 3.37£0.10? 3.51£0.10% 3.50+£0.09% 3.59+0.09%

Control 3.72 £0.09? 3.59 £ 0.09? 4.06 = 0.09? 2.94 +£0.10? 2.97 +0.11° 3.43+£0.10% 3.24+£0.09° 3.31+0.09%

! Bebidas de lactosuero-avena (LSA). LSA/1/3 = 1% p/v de inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/2/3 = 2% p/v de inulina y 3 min de ultrasonido;
LSA/1/15 = 1% p/v de inulina y 15 min de ultrasonido; LSA/2/15 = 2% p/v de inulina y 15 min de ultrasonido. Control = Bebida de lactosuero-avena
pasteurizada a 65°C por 30 min sin inulina.
2 Escala hedonica: 5 = me gusta, 4 = me gusta ligeramente, 3 = ni me gusta ni me disgusta, 2 = me disgusta ligeramente, 1 = no me gusta
Ultrasonido = 24 kHz y 23 W.
&b Medias con diferente literal en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05).



Por otro lado, y en concordancia con los resultados anteriores, el analisis
de chi cuadrada determind que no hay evidencia suficiente para afirmar que
exista asociacion entre la aceptacion y el tratamiento de las bebidas, en cuanto
apariencia (P= 0.79), color (P= 0.99), olor (P=0.81), sabor (P=0.95), viscosidad
(P=0.80), regusto (P=0.92) y aceptacion general (P=0.67). Pero si en dulzor (P=
0.03). El andlisis de correspondencia es una herramienta exploratoria de analisis
de datos que no solo ayuda a identificar la existencia de una relacién entre las
variables, sino que también muestra cdmo se relacionan éstas entre si.

El andlisis de correspondencia basado en los tratamientos y la
aceptabilidad sensorial del dulzor de las bebidas se muestra en la Grafica 6. Los
dos ejes representaron el 86.62% de la inercia o la varianza total de la aceptacion
del dulzor (dimension 1, 66.78% y dimension 2, 18.84%). Practicamente, la
varianza total podria explicarse en la primera dimension.

La bebida LSA/1/3 (1.3 en la grafica) fue la que tuvo mayor
correspondencia a la categoria “gusta”, seguida de la formulacion LSA/2/15(2_15
en la grafica), pero esta también fue cercana a “indiferente”. Mientras que la
bebida LSA/2/3 (2_3 en la grafica) tuvo correspondencia con el descriptor “gusta
ligeramente” y LSA/1/15 (1_15 en la grafica) con “disgusta ligeramente”.
Finalmente, la bebida control fue mas correspondiente a “disgusta”, “disgusta
ligeramente” e “indiferente”. Por lo que se puede decir que el dulzor de la bebida
control fue menos aceptado. Por lo tanto, la asociacion entre los niveles de
inulina, el tiempo de ultrasonido y los atributos sensoriales contribuyé a la
discriminacion de los tratamientos, agrupandolos segun el grado de aceptabilidad

del dulzor de las bebidas por parte del panelista.
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Grafica 6. Analisis de correspondencia de la aceptacién sensorial realizada por
123 panelistas no entrenados y el porcentaje (p/v) de inulina 'y tiempo (min)
de ultrasonido (24 kHz y 23 W) en bebidas funcionales de lactosuero-
avena. LSA/1/3 = 1% inulina/3 min ultrasonido LSA/2/3 = 2% inulina/3 min
ultrasonido; LSA/1/15 = 1% inulina y 15 min ultrasonido; LSA/2/15 = 2%
inulina 'y 15 min ultrasonido.
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Prueba de preferencia. Los resultados de la prueba de preferencia
(Cuadro 23) mostraron que no hubo diferencia significativa (P>0.05) en la
preferencia de las bebidas con la aplicacion de ultrasonido e inulina o
pasteurizacion. Por otra parte, el andlisis de correspondencia (Gréafica 7) muestra
gue la bebida mas cercana a la categoria de mayor preferencia (P5) fue
LSA/1/15. En la siguiente posicion de preferencia se localizaron las bebidas
LSA/2/3 y LSA/2/15, que ademas fueron muy similares. En las siguientes
categorias de preferencia (P3 y P2) mostré mas correspondencia que las demas,
la formulacion LSA/1/3. Finalmente, la bebida menos preferida (P1) fue el control.

Al igual que en este estudio, existen investigaciones que no han
encontrado efecto del ultrasonido en las caracteristicas sensoriales. Martini y
Walsh (2012) aplicaron termosonicacion (20 kHz y 15 W) por 15 min a 60 °C, en
soluciones de lactosuero sin inulina y no encontraron cambios en los atributos
sensoriales.

A pesar de que se ha reportado que el ultrasonido disminuye (Ashokkumar
et al., 2009; Zisu et al., 2010) o aumenta (KreSic et al., 2008; Martini et al. 2008)
la viscosidad instrumental del lactosuero o lacteos, sensorialmente no se ha
percibido este cambio (Martini y Walsh, 2012).

Por otro lado, hay estudios que han encontrado que la aplicaciéon de
ultrasonido de alta intensidad generara efectos negativos en el sabor del producto
(Chandrapala y Zisu, 2018). Marchesini et al. (2012) aplicaron ultrasonido (24
kHz, 400 W, y 100% de amplitud) durante 100 s en leche. Encontraron que el
sabor fue afectado negativamente dando como resultado la percepcion de

sabores metalicos, quemados y gomosos.
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Cuadro 23. Efecto del tiempo de ultrasonido y la adicion de inulina en la
preferencia sensorial de bebidas funcionales de lactosuero-avena

Tratamiento Preferencia por ordenamiento?

LSA/1/3 3622
LSA/2/3 3842
LSA/1/15 3842
LSA/2/15 3872
Control 3282

1 Bebidas de lactosuero-avena (LSA). LSA/1/3 = 1% v/v inulina y 3 min de ultrasonido; LSA/2/3 =
2% v/v inulina'y 3 min de ultrasonido; LSA/1/15 = 1% v/v inulina y 15 min de ultrasonido; LSA/2/15
= 2% v/v inulina y 15 min de ultrasonido. Control = Bebida de lactosuero-avena pasteurizada a
65°C por 30 min sin inulina.

2 Rangos totales de la prueba de preferencia por ordenamiento.

Ultrasonido = 24 kHz y 23 W.

aMedias con diferente literal en la misma columna indican diferencia significativa (P<0.05).
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Grafica 7. Andlisis de correspondencia del ordenamiento de preferencia sensorial
realizada por 123 panelistas no entrenados y el porcentaje (p/v) de inulina
y tiempo (min) de ultrasonido (24 kHz y 23 W) en bebidas funcionales de
lactosuero-avena. LSA/1/3 = 1% inulina/3 min ultrasonido LSA/2/3 = 2%
inulina/3 min ultrasonido; LSA/1/15 = 1% inulina y 15 min ultrasonido;
LSA/2/15 = 2% inulina y 15 min ultrasonido. Orden de preferencia. P5=

Primer lugar; P4=Segundo lugar; P3=Tercer lugar; P2=Cuarto lugar;
P1=Quinto lugar.
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Observaron que los compuestos volatiles causantes fueron proporcionales
a laintensidad y duracion del ultrasonido. Por lo que recomiendan seleccionar las
condiciones de operacion adecuadas para evitar este inconveniente.

Sin embargo, también se ha encontrado que el ultrasonido tiene un efecto
positivo sobre propiedades sensoriales. Se ha reportado que el ultrasonido
mejora la calidad sensorial de productos lacteos probiodticos y prebioticos,
mediante la disminucion de sabores indeseables asociados a los acidos acético
y propionico (Guimardes et al, 2019). Riener et al. (2009) usaron
termosonicacion (24 kHz) a 45°C por 10 min en lactosuero y observaron que se
mejoro el color y la textura. Barukgic et al. (2015) encontraron que el lactosuero
termosonicado a 20 k Hz y 480 W por 10 min a 55 °C tuvo mejores propiedades
sensoriales que el lactosuero sometido a pasteurizacion. En la investigacion de
estos autores, el grupo de panelistas entrenados percibio en el lactosuero
pasteurizado un sabor a “cocido” y presencia de sedimentos.

En cuanto al uso de prebidticos, Souza et al. (2019) reportaron que la
adicion de xilooligosacéaridos no tuvo impacto (P>0.05) en la aceptacion de
apariencia y sabor de bebidas de lactosuero y fresa. Pero da Silveira et al. (2015),
si observaron influencia en el sabor, al formular bebidas probiéticas de lactosuero
con diferentes niveles de inulina y oligofructosa. La bebida mas aceptada
sensorialmente, con mejor sabor y aroma, contenia la mas alta concentracion de
inulina y oligofructosa con 6g/100 mL. Villegas et al. (2007) adicionaron 6% p/p
de inulina en una bebida lactea y encontraron que estas muestras fueron

percibidas mas cremosas y espesas que aquellas en las que no se adiciond.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De este estudio se puede concluir que, el tiempo de ultrasonido y la
cantidad de inulina tienen efecto sobre el pH, acidez y propiedades funcionales
de bebidas de lactosuero-avena. Asimismo, se demostré que el lactosuero y la
avena son excelentes ingredientes para formular bebidas con propiedades
funcionales sobresalientes y con buena aceptacién sensorial por parte del
consumidor. De acuerdo a los valores de pH y acidez se puede establecer que la
vida de anaquel de bebidas funcionales de lactosuero-avena con ultrasonido e
inulina fue de 14 dias. La mejor formulacion funcionalmente fue la bebida con 1%
p/v de inulina y 15 min de ultrasonido. La adicion de inulina y la aplicacion de
ultrasonido mejoro la aceptacion y preferencia sensorial a comparacion de la
pasteurizacion. Se recomienda continuar realizando investigacion sobre este tipo
de bebidas para perfeccionar las caracteristicas sensoriales, mejorar el sistema
de envasado, adicionar un conservador y monitorear la vida de anaquel con un

analisis microbioldgico y sensorial.
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APENDICE A

Nombre: Edad: Fecha

¢Consume habitualmente productos lacteos fermentados (yogurt, yakult,
chamyto, etc.)?

Si No

Pruebe las muestras de izquierda a derecha y marque con una X el lugar que
indique su opinion acerca de la muestra.

624 391 857 549

Me gusta

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

No me gusta

Comentarios:

iMUCHAS GRACIAS!

Figura 1. Formato para la primera sesion de la evaluacion sensorial de aceptacion
general de bebidas probioticas de lactosuero/avena (Lawless y Heymann,
2010). 624=65% v/v lactosuero/35% avena/0 min ultrasonido; 391=50%
viv lactosuero/50% avena/l0 min ultrasonido; 857=65% v/v
lactosuero/35% avena/10 min ultrasonido; 549=35% v/v lactosuero/65%
avena/3 min ultrasonido.
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Nombre: Edad: Fecha

¢Consume habitualmente productos lacteos fermentados (yogurt, yakult,
chamyto, etc.)?

Si No

Pruebe las muestras de izquierda a derecha y marque con una X el lugar que
indique su opinion acerca de la muestra.

487 212 954
Me gusta
Me gusta ligeramente
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

No me gusta

Comentarios:

iMUCHAS GRACIAS!

Figura 2. Formato para la segunda sesion de la evaluacion sensorial de
aceptacion general de bebidas probiéticas de lactosuero/avena (Lawless
y Heymann, 2010). 487=65% v/v lactosuero/35% avena/3 min ultrasonido;
212=35% v/v lactosuero/65% avena/0 min ultrasonido; 954=35% v/v
lactosuero/65% avena/10 min ultrasonido.
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Nombre: Edad: Fecha

¢Consume habitualmente productos lacteos fermentados (yogurt, yakult,
chamyto, etc.)?

Si No

Pruebe las muestras de izquierda a derecha y marque con una X el lugar que
indique su opinion acerca de la muestra.

646 429
Me gusta
Me gusta ligeramente
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

No me gusta

Comentarios:

iMUCHAS GRACIAS!

Figura 3. Formato para la tercera sesion de la evaluacion sensorial de aceptaciéon
general de bebidas probioticas de lactosuero/avena (Lawless y Heymann,
2010). 646=50% v/v lactosuero/50% avena/0 min ultrasonido; 429=50%
v/v lactosuero/50% avena/3 min ultrasonido.
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APENDICE B

Nombre: Edad: Fecha:

Pruebe las bebidas y marque con una X en el lugar que indique su opinion acerca del:

COLOR
946 283 715

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

OLOR
946 283 715

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

SABOR
946 283 715

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho
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VISCOSIDAD
946
Me gusta mucho
Me gusta ligeramente
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

ACEPTABILIDAD GENERAL
946
Me gusta mucho
Me gusta ligeramente
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

Comentarios:

283 715

283 715

iMuchas gracias!

Figura 4. Formato de la evaluacion sensorial de aceptacion de bebidas
funcionales de lactosuero-avena (Lawless y Heymann, 2010). Porcentajes
(v/v) de saborizante natural vainilla: 946 (361) = 1%; 283 (534) = 1.5%; 715

(829) = 2%.
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APENDICE C

Nombre: Edad: Fecha:

Pruebe las bebidas y marque con una X en el lugar que indique su opinion acerca de:

APARIENCIA
519 335 662 875 082

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

COLOR
519 335 662 875 082

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

OLOR
519 335 662 875 082

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

SABOR
519 335 662 875 082

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho
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DULZOR

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho
VISCOSIDAD

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho
REGUSTO

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho
ACEPTACION GENERAL

Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

¢ LO COMPRARIA?

Si
No

519 335 662 875 082
519 335 662 875 082
519 335 662 875 082
519 335 662 875 082
519 335 662 875 082
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Comentarios:

iMuchas gracias!

Figura 5. Formato de la evaluacion sensorial de aceptacion de bebidas
funcionales de lactosuero-avena con inulina y ultrasonido o pasteurizacién
(Lawless y Heymann, 2010). Porcentaje (p/v) de inulina/tiempo (min) de
ultrasonido: 519 (117, 379) = 1/3; 335 (287, 524) = 2/3; 662 (991, 705) =
1/15. Control 082 (139, 647) = pasteurizacion 65°C por 30 min sin inulina.
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APENDICE D

Tipo de muestra: Bebida lactea

Nombre: Edad: Fecha:

Instrucciones:

Pruebe las muestras y ordénelas de la menos a la mas favorita segun sea su
preferencia. Indique los cddigos de las muestras en las lineas.

Menos favorita

Mas favorita

Comentarios:

iMuchas gracias!

Figura 6. Formato de la prueba de preferencia sensorial con escala hedénica de
cinco puntos para la evaluacion de bebidas de lactosuero-avena con
inulina y ultrasonido o pasteurizacion.
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