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Resumen

En el presente trabajo se desarrolla una bebida vegetal fermentada de almendras utilizando como
fuente probiotica natural el rejuvelac, el cual a su vez se obtiene a partir del germinado de lentejas,
este proyecto surge como respuesta a la creciente demanda de alternativas veganas y funcionales
para personas vegetarianas, veganas intolerantes a la lactosa o que simplemente buscan mejorar su
salud por medio de los alimentos; a diferencia de investigaciones previas similares, en este estudio
no se utilizaron cepas probidticas comerciales, sino que se utilizé el rejuvelac como fuente
probidtica exclusiva. La metodologia se desarroll6 en 3 fases comenzando con la germinacion de
lentejas, seguida de la obtencion de rejuvelac y finalmente con la elaboracion de la bebida vegetal
fermentada, se implementd un control microbioldgico por medio de cultivos en agar MacConkey
y agar MRS para poder determinar la presencia de cepas probioticas y a su vez detectar posibles
microorganismos patdgenos; en los resultados de las siembras en agar MacConkey se observé que
las unidades formadoras de colonia (UFC) disminuyeron progresivamente a lo largo de los proceso
de optimizacidn; para la bebida probiotica rejuvelac, las UFC obtenidas fueron 142 en la técnica
de referencia, 76 en la primera optimizacion y 0 en la segunda optimizacion, en el caso de la bebida
vegetal fermentada, se registraron 230 UFC en la técnica de referencia, 48 en la primera
optimizacion y 0 en la segunda optimizacion, evidenciando una reduccion significativa de
microorganismos potencialmente patégenos durante las etapas de optimizacion, garantizando la
calidad e inocuidad del producto final; ademas el proyecto se destaca por la relacion que tiene con
los principios de la economia circular y los objetivos de desarrollo sostenible de la ONU, ya que la
produccion casera de germinados y la utilizacién de insumos vegetales promueve practicas

sostenibles y accesibles reduciendo el impacto ambiental y fomentando el consumo responsable.

Palabras claves: Rejuvelac, germinados, probioticos, fermentacion, lentejas.



Abstract

In the present work, a fermented vegetable drink of almonds is developed using rejuvelac as a
natural probiotic source, which in turn is obtained from lentil germination, this project arises in
response to the growing demand for vegan and functional alternatives for people vegetarians,
lactose intolerant vegan or simply seeking to improve their health through food; Unlike similar
previous research, commercial probiotic strains were not used in this study, but rejuvelac was used
as an exclusive probiotic source. The methodology was developed in 3 phases beginning with the
germination of lentils, followed by obtaining rejuvelac and finally with the elaboration of the
fermented vegetable drink, a microbiological control was implemented through crops in
MacConkey agar and MRS agar in order to determine the presence of probiotic strains and in turn
detect possible pathogenic microorganisms; MacConkey agar seeding results observed that colony
forming units (UFCs) decreased progressively throughout the optimization process; for the
rejuvelac probiotic drink, the CFUs obtained were 142 in the reference technique, 76 in the first
optimization and 0 in the second optimization, in the case of the fermented vegetable drink, 230
CFUs were registered in the reference technique, 48 in the first optimization and 0 in the second
optimization, evidencing a significant reduction of potentially pathogenic microorganisms during
the optimization stages, guaranteeing the quality and safety of the final product; Furthermore, the
project stands out for its relationship with the principles of the circular economy and the objectives
of sustainable development of the UN, since the homemade production of germinates and the use
of plant inputs promotes sustainable and accessible practices reducing the environmental impact

and promoting responsible consumption.

Keywords: Rejuvelac, sprouts, probiotics, fermentation, lentils.



Introduccion

La creciente demanda de alternativas alimentarias saludables y sostenibles ha generado el
desarrollo de productos fermentados capaces de proporcionar beneficios probiotico sin recurrir a
las opciones lacteas, por lo anterior la presente investigacion se enfoca en la elaboracion de una
bebida vegetal fermentada utilizando como fuente probiotica natural el rejuvelac, obtenido a partir
de germinados de lentejas, respondiendo no solo a las necesidades de las personas con intolerancia
a la lactosa 0 que siguen dietas veganas 0 vegetarianas, sino también a aquellas personas que
quieren cuidar su salud por medio de los alimentos. A lo largo de la investigacion se implementan
métodos de control microbiol6gico para poder determinar la presencia de probioticos en el
producto y permitiendo la deteccion de posibles contaminantes; implementando ajustes en las fases
de produccion para disminuir significativamente los niveles de contaminacion y garantizando la

calidad e inocuidad del producto.

El uso de germinados de lentejas es bueno debido a su alto contenido de nutrientes, antioxidantes
y su capacidad de favorecer el desarrollo y crecimiento de bacterias &cido lacticas durante la
fermentacion, asimismo la elaboracién del rejuvelac y la bebida fermentada resulta accesible y
econdmica, alineandose con los principios de la economia circular y los objetivos de desarrollo
sostenible de la ONU promoviendo la seguridad alimentaria y el aprovechamiento de recursos

locales, reduciendo la huella ambiental.
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Objetivos.

Obijetivo general.

Desarrollar una bebida vegetal fermentada (yogur) cuya fuente probiotica se obtenga a partir del

aislamiento de germinado de lentejas “rejuvelac”.

Obijetivos especificos.

e Elaborar la bebida probiética rejuvelac y la bebida vegetal fermentada (yogur) a partir de
los procesos de germinacion de lentejas e inoculacién de probidticos respectivamente.
e Aislar los microorganismos probidticos presentes en la bebida probidtica (“rejuvelac)”y en

la bebida vegetal fermentada el (yogur).

e Evaluar la inocuidad microbioldgica de la bebida probiética (rejuvelac) y de la bebida
vegetal fermentada (yogur).

11



1. Antecedentes

Las bebidas vegetales, como las de soja, almendra, avena y arroz, han sido utilizadas
ampliamente en todo el mundo como alternativas a la leche de origen animal, existen registros
historicos de su consumo que se remontan a siglos atras, incluyendo referencias del imperio romano
y la antigua Grecia, asi como en recetarios de cocinas arabes y europeas; en paises como la India
y China, la eleccién del grano o cereal para preparar estas bebidas dependia, en gran medida, de la
temporada de cosecha y de la disponibilidad local de ciertas semillas o granos; por ejemplo, en
China era comUn encontrar “leche de arroz” o de “soja”, productos adaptados a los recursos y

preferencias regionales.(1)

Las bebidas vegetales se eligen mucho porgue tienen un bajo contenido de grasas saturadas y,
en muchos casos, se les afladen vitaminas y minerales, como calcio y vitamina D, para asemejarse
al perfil nutricional de la leche, también son muy populares porque, segun estudios recientes,
alrededor del 80% de la poblacién mundial tiene algun grado de intolerancia a la lactosa; esto se
da en un 15-75% de los adultos, y hay estudios que muestran que hasta el 80% de las personas de
origen africano y el 100% de las de origen asiatico y nativo americano también son intolerantes a
la lactosa; (2) ; otro grupo que opta por estas bebidas son las personas que deciden adquirir como
estilo de vida las dietas veganas o vegetarianas; sin embargo, es importante tener en cuenta que el

valor nutricional puede variar bastante segun el cereal, semilla o fruto que se use para prepararlas.

(3)

El Rejuvelac es una bebida fermentada que se hace, principalmente, a partir de granos
germinados como trigo, centeno o quinoa, esta bebida se origind como un tonico y fue popularizada
en los afios 60 por la nutricionista Ann Wigmore en Lituania, quien recomendaba su consumo como
parte de un enfoque natural y depurativo para la salud. El nombre “rejuvelac” viene del francés y
hace referencia a sus propiedades rejuvenecedoras, que no solo pueden notarse en la piel, sino que
también benefician la salud interna, este fermento es apreciado por su contenido de probidticos y

enzimas, que tienen efectos positivos en el sistema digestivo y otros aspectos de la salud. (4)

12



En la actualidad, la fermentacién controlada de bebidas vegetales utilizando cepas probidticas
comerciales constituye una estrategia prometedora para mejorar las propiedades microbioldgicas,
nutricionales y sensoriales de los productos finales; Yang et al. (2022) demostraron, por ejemplo,
el desarrollo de una bebida probidtica a partir de un hidrolizado enzimatico de cereales utilizando
la cepa comercial Limosilactobacillus reuteri, su investigacion evalué pardmetros fisicoquimicos
como el pH y la acidez titulable, asi como la presencia de metabolitos como acidos organicos y
compuestos volatiles durante la fermentacion, sentando un marco sélido para la produccion de

bebidas funcionales y seguras.(5)

Asimismo, el estudio realizado por Chen et al. (2020) explor6 el uso de un cultivo de rejuvelac
elaborado a partir de quinoa germinada como iniciador en la fermentacion de un producto tipo
“queso” de anacardo, aungue no empleo cepas probidticas comerciales, su trabajo evidencié una
disminucion significativa de la alergenicidad y una alta concentracion de bacterias viables
pertenecientes a los géneros Pediococcus y Weissella, este hallazgo resalta el potencial de los
cultivos iniciadores como el rejuvelac para llevar a cabo procesos fermentativos con propiedades

funcionales.(4)

Por otra parte, la revision realizada por Pefiaranda et al. (2021) abord6 diversos aspectos
tecnoldgicos, sensoriales y de sostenibilidad de las bebidas vegetales derivadas del trigo,
incluyendo el rejuvelac, este analisis subraya la importancia de la germinacion y la fermentacién
controlada para optimizar las caracteristicas de las bebidas vegetales y consolidarlas como

alimentos funcionales con gran potencial comercial.(6)

La germinacion de granos y cereales es un proceso que activa las enzimas presentes en 1os
mismos, lo que aumenta la disponibilidad de nutrientes y facilita su digestion, por lo mismo este
método se utiliza en la produccion de alimentos fermentados y bebidas como el Rejuvelac. Desde
hace siglos, germinar y fermentar granos antes de usarlos en alimentos y bebidas ha sido
beneficioso para la humanidad, en tiempos antiguos, cuando el acceso a agua potable era limitado,
la germinacion seguida de fermentacion, como en la elaboracidon de cerveza, permitia obtener
bebidas seguras para el consumo; con el tiempo, también se descubrié que la fermentacion de

alimentos como el arroz, el trigo o la soja para producir miso no solo hacia los alimentos seguros,
13



sino también més sabrosos; para quienes incluian estos productos fermentados en su dieta diaria,

los beneficios nutricionales y de salud se convertian en algo habitual y preciado.(7)

En cuanto al uso de germinados de lentejas en la elaboracion de bebidas vegetales, estudios han
demostrado que la germinacion y fermentacién de lentejas pueden mejorar significativamente su
perfil nutricional; un estudio evalud los efectos de tratamientos de remojo, germinacion y
fermentacion en lentejas, encontrando incrementos en el contenido de proteinas y carbohidratos,
asi como una disminucion de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante, lo que sugiere

una mejora en la digestibilidad y biodisponibilidad de nutrientes.(8)
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2. Marco tedrico y generalidades

2.1 Historia

Desde hace siglos, germinar y fermentar granos antes de usarlos en alimentos y bebidas ha sido
beneficioso para la humanidad, en tiempos antiguos, cuando el acceso a agua potable era limitado,
la germinacion seguida de fermentacion, como en la elaboracion de cerveza, permitia obtener
bebidas seguras para el consumo; con el tiempo, también se descubrié que la fermentacion de
alimentos como el arroz, el trigo o la soja para producir miso no solo hacia los alimentos seguros,
sino también més gustosos; para quienes incluian estos productos fermentados en su dieta diaria,

los beneficios nutricionales y de salud se convertian en algo habitual y preciado.(7)

Los germinados son uno de los alimentos vivos mas antiguos conocidos, Su consumo se registra
de épocas muy antiguas; antes de cristo, la civilizacion Esenia que habitaba en Jerusalén y Egipto
comprendia el valor nutritivo y el poder sanador de la alimentacion viva, esta comunidad realizaba
técnicas de germinacion para aprovechar al maximo sus beneficios a nivel fisico y espiritual. En la
region de Asia, los Hunzas, los cuales son conocidos como “el pueblo mas sano de la tierra”
también consideraban los germinados como una fuente de energia, enzimas y vitaminas, segin
John Tobe, autor del libro Hunzas Sanos, esta comunidad vivié muchos afios en parte por su dieta

a base de trigo, cebada, hortalizas de hoja verde y legumbres como garbanzos y lentejas.(9)

La Doctora Ann Wigmore fue una de las primeras en popularizar los beneficios de los
germinados, esto debido a que en la década de los 50 sufrié un accidente grave, lo cual conllevo
al dictamen médico de amputar su pierna a causa de una infeccion pero ella rechazd la intervencion,
y decidié iniciar una dieta basada en germinados y vegetales ricos en clorofila, ademas de aplicarse
emplastos de germinados en las heridas; su recuperacion fue exitosa y esto la llevé a compartir su
experiencia en varios libros y en 1958 fundo el Instituto Hipocratico de la salud en Estados Unidos,
donde impulsé un programa de alimentacién viva a base de germinados; los resultados fueron
notables con muchos testimonios de personas que afirmaban se habian curado de enfermedades
como la arteriosclerosis, anemia, obesidad, problemas cardiacos, cancer, diabetes, trastornos de la

tiroides, entre otros.(9)
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La germinacion de granos y cereales es un proceso que activa las enzimas presentes en los
mismos, lo que aumenta la disponibilidad de nutrientes y facilita su digestion, por lo mismo este
método se utiliza en la produccion de alimentos fermentados y bebidas como el Rejuvelac, también
conocido como "agua enzimatica", esta es una bebida probidtica que se elabora a base de la
fermentacion de granos o semillas. Se prepara germinando granos de quinua, trigo o casi cualquier
tipo de cereal o semilla, y son fermentados con bacterias acido lacticas (BAL); esta bebida se
origin6 como un ténico y fue popularizada por la nutricionista Ann Wigmore en Lituania durante
la década de 1960, quien promovio6 su consumo como parte de un enfoque integral de salud natural
y de depuracién; el nombre “rejuvelac” proviene del francés y hace alusion a sus multiples
propiedades rejuvenecedoras que, ademas de notarse en la piel, también se sienten en la salud
interna. (10)

Las bebidas vegetales, como las de soja, almendra, avena y arroz, han sido consumidas
ampliamente en todo el mundo como alternativas a la leche de origen animal, existen registros
historicos de su consumo que se remontan a siglos atras, incluyendo referencias del imperio romano
y la antigua Grecia, asi como en recetarios de cocinas arabes y europeas; en paises como la India
y China, la eleccion del grano o cereal para preparar estas bebidas dependia, en gran medida, de la
temporada de cosecha y de la disponibilidad de cada region de ciertas semillas o granos; por
ejemplo, en China era comun encontrar “leche de arroz” o de “soja”, productos adaptados a los

recursos y preferencias regionales.(1)

Las bebidas vegetales se eligen mucho porgue tienen un bajo contenido de grasas saturadas y,
en muchos casos, se les afiaden vitaminas y minerales, como calcio y vitamina D, para asemejarse
al perfil nutricional de la leche, también son muy populares porque, segun estudios recientes,
alrededor del 80% de la poblacién mundial tiene algun grado de intolerancia a la lactosa; esto se
da en un 15-75% de los adultos, y estudios demuestran que hasta el 80% de las personas de origen
africano y el 100% de las de origen asiatico y nativo americano también son intolerantes a la
lactosa; (2) ; otro grupo que opta por estas bebidas son las personas que deciden adquirir como

estilo de vida las dietas veganas o vegetarianas; sin embargo, es importante tener en cuenta que el
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valor nutricional puede variar bastante segin la semilla o fruto que se use para prepararlas. (3)

2.2 Germinados

Los germinados son “el producto obtenido de la germinacion de semillas y su desarrollo en agua
u otro medio, cosechado antes del desarrollo de hojas verdaderas y que esta destinado a ser comido
entero, incluyendo la semilla”. “Los granos germinados” son definidos por la Asociacion
Americana de Quimicos de Cereales (AACC) con el respaldo del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA) de la siguiente manera: “los granos malteados o germinados que
contienen todo el salvado, germen y endospermo originales se consideraran granos integrales
siempre que el crecimiento del brote no exceda la longitud del grano y los valores de nutrientes no
hayan disminuido. Estos granos deben etiquetarse como granos enteros malteados o

germinados”(11)

La germinacion de granos y cereales es una técnica muy utilizada en la industria alimentaria ya
que mejora las propiedades nutricionales de cereales, semillas oleaginosas y semillas de hortalizas;
durante este proceso, se activan las enzimas presentes en los granos, lo que aumenta la
disponibilidad de nutrientes y facilita su digestion, ademas, aumentan las concentraciones de
aminoacidos, azlcares simples y otros nutrientes esenciales, mientras que se reducen los
compuestos anti nutricionales; este método se usa en la produccién de alimentos fermentados y
bebidas como el Rejuvelac, y ha sido muy investigado por los beneficios que aporta, la utilizacion
de los germinados se ha ido afianzando y ha impulsado el desarrollo de industrias dedicadas a su

produccidn, viéndose también un aumento en su elaboracién de forma casera.(12)

Por lo anterior es importante tener en cuenta que los germinados al igual que otros alimentos
pueden tener microorganismos patdgenos, esto se debe a una contaminacion durante cualquier
etapa, como la eleccion de materia prima, produccion, almacenamiento, o distribucion; a diferencia
de otros alimentos los germinados o semillas necesitan de un ambiente himedo y cierta temperatura
para favorecer la germinacion, pero dichas condiciones también son ideales para el crecimiento de
microorganismos patdgenos. El consumo de brotes crudos o ligeramente cocinados puede tener

riesgos microbiologicos y segun el Codex Alimentarius y su codigo de préacticas de higiene para
17



las frutas y hortalizas frescas, anexo Il, se plantean las recomendaciones para la produccion de
semillas germinadas destinadas al consumo humano, donde se determinan los microorganismos
patdgenos que pueden contaminar dichos germinados, siendo la Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Shigella spp. Los contaminantes mas comunes; los cuales pueden estar

presentes en las semillas, germinados y/o en el agua utilizada para la germinacion.(13)

Por esta razon, se deben poner en practica algunas estrategias para controlar la contaminacion
microbiana, por ejemplo, el uso de productos quimicos como cloro, &cido acético e hipoclorito de
calcio se ha empleado para la descontaminacion de semillas, aunque tienen como desventaja la
presencia de residuos quimicos y la ineficacia en algunos casos; un método alternativo y mas
efectivo es el uso de agua caliente, que elimina o inactiva los patdgenos bacterianos al dafiar las

membranas celulares, enzimas y proteinas de las bacterias.(14)

2.2.1 Proceso de germinacion.

El proceso de germinacion varia segun el tipo de semilla o grano que se utilice, pero en general

se divide en tres etapas principales, como se puede observar en la figura 1.

Etapa I: Imbibicion

Esta fase se caracteriza por la rapida absorcion de agua por parte de la semilla, lo que provoca
que aumente su tamafio y cambie de forma, la rehidratacién afecta la membrana de la semilla,
cambiando la cantidad de metabolitos y solutos presentes en la célula, en este momento, comienzan
varios procesos fisiolégicos importantes, como la sintesis de proteinas, ademas, se lleva a cabo la
reparacion mitocondrial, la cual es fundamental para aumentar la produccion de ATP (trifosfato de

adenosina), necesaria para la germinacion.(15)

Etapa I1: Estabilizacion

Esta etapa corresponde al proceso de germinacion, donde por medio de las transformaciones

metabolicas se prepara el camino para la fase de crecimiento y es donde se desarrolla la plantula,
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la absorcién de agua disminuye por la semilla y se estabiliza el consumo de oxigeno, contintan la
sintesis mitocondrial y proteica, mientras que el embrién empieza a expandirse y las cubiertas de
la semilla se debilitan. (9)

Etapa I11: Crecimiento

Growth phase )
— Esta etapa se marca cuando la radicula emerge de la
rmination phase
semilla, aqui, las reservas de almacenamiento de la
Imbibition
semilla se movilizan, lo que provoca un mayor consumo
‘ de agua y el crecimiento de las plantulas.(16)
Germination cycle

Figura 1. Etapas del ciclo de germinacion. Incluyen la imbibicién, la fase de germinacion y la fase de crecimiento.
Imagen adaptada de la fuente (15)

Las bebidas funcionales y nutritivas que se obtienen a través de la fermentacion lactica de granos
germinados podrian ser una gran opcion para el futuro; en algunos estudios que han explorado
bebidas probidticas hechas con granos germinados, una de las que mas resalta es el Rejuvelac, una
bebida fermentada que normalmente se prepara con granos germinados de quinua o trigo, para
prepararla, los granos se sumergen en agua y se fermentan en un ambiente sin oxigeno a
temperatura ambiente. Esta bebida ademas se usa como iniciador para la produccion de quesos y
otros productos veganos ya que contiene las bacterias acido-lacticas necesarias para la
fermentacion en estos productos.(17) por esta razon, se deben poner en préctica algunas estrategias
para controlar la contaminacién microbiana, por ejemplo, el uso de productos quimicos como cloro,
acido acético e hipoclorito de calcio se ha empleado para la descontaminacion de semillas, aunque
tienen como desventaja la presencia de residuos quimicos y la ineficacia en algunos casos; un
método alternativo y mas efectivo es el uso de agua caliente, que elimina o inactiva los patdgenos

bacterianos al dafiar las membranas celulares, enzimas y proteinas de las bacterias.(14)
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2.2.2 Germinados de lentejas

Las leguminosas son alimentos determinantes debido a su bajo costo y alto valor nutricional,
especialmente en paises en desarrollo 0 con menos recursos, estas proporcionan una fuente
significativa de proteina; por ejemplo, en América del Sur, el consumo promedio de leguminosas
es de unos 25 gramos por persona, lo que representa entre un 10% y un 15% de la proteina en la
dieta; ademas, las leguminosas son ricas en carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales, destacando
el hierro y el calcio, también contienen fitoesteroles, compuestos que ayudan a reducir el riesgo de
ciertos tipos de cancer, como el cancer pancreéatico, de mama y de colon, lo que las convierte en

alimentos funcionales muy beneficiosos.(18)

Los germinados de legumbres resaltan por tener un alto contenido de calcio, hierro y proteinas,
dentro de este grupo se encuentra las lentejas, soya, frijoles, arveja, maniy el garbanzo, durante el
proceso de germinacidn incrementan los componentes antioxidantes de los granos, potenciando sus
propiedades beneficiosas. (13) Las lentejas (Lens culinaris) destacan especialmente en el contexto
de la germinacion debido a su alto contenido proteico, bajo valor calérico y ricos niveles de
nutrientes esenciales como el folato, la vitamina C y la fibra, tienen ademas una baja concentracion
de &cido fitico y son una excelente fuente de compuestos fendlicos, lo que las convierte en un
alimento con proteinas, aminoacidos y otros nutrientes de alta calidad; varios estudios sugieren que
el consumo de lentejas puede ser beneficioso para la reduccién del peso corporal y puede tener
efectos antihipertensivos, ayudando asi a mejorar la salud cardiovascular. (19)

El proceso de germinacion en lentejas no solo mejora su perfil nutricional, sino que también
ayuda la digestion y absorcién de nutrientes mediante el de enzimas activas, esto hace que los
brotes de lentejas sean una fuente importante de nutrientes esenciales para la salud humana; las
lentejas germinadas son especialmente apreciadas por su alta concentracion de metabolitos
secundarios, como los fenoles, los cuales poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y

antitumorales.(20)
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2.3 Probidticos

El microbioma o ecosistema intestinal tiene un papel fundamental en la salud humana, este
influye en muchos sistemas fisiolodgicos como el sistema inmune y el estado mental; se cree que el
uso de bacterias probidticas en la nutricion puede resultar beneficioso para la composicion de la
flora bacteriana intestinal. Segin la FAO (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura) y la (Organizacion mundial de la salud) OMS los probidticos son
microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio
para la salud del huésped, los microorganismos que reciben el nombre de probiéticos deben cumplir
con 3 requisitos, deben estar viables al momento de la administracién, deben administrarse en una
dosis adecuada parar tener efectos sobre la salud y deben tener un efecto beneficioso en el huésped.
(21)

Estas bacterias se derivan principalmente del tracto gastrointestinal humano, en su mayoria
bacilos anaerobios grampositivos que pertenecen principalmente a las bacterias acido lacticas como
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium; algunas de las especies con las mejores propiedades
probidticas son Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium lactis, entre otras; estas bacterias pueden utilizarse en forma de farmacos o como

iniciadores en la produccién de alimentos probidticos. (22)

Los probidticos tienen un efecto de exclusion competitiva ya que compiten con los patdgenos
por nutrientes y sitios de unidén a receptores, lo que dificulta la supervivencia de los
microorganismos patdgenos en el organismo, como se observa en la figura 2, los probiéticos no
solo regulan la respuesta inmune en el intestino, sino también la respuesta inmune innata y
adquirida al modular las células dendriticas, linfocitos B y linfocitos T; también tienen un efecto
modulador en los niveles de serotonina y dopamina afectando el estado de animo, la motilidad del

intestino y las vias relacionadas con el estrés.(23)
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Figura 2. Mecanismo de accion de los probidticos. 1. Exclusion competitiva. 2. Produccion de sustancias
antimicrobianas que inhiben el crecimiento de patdgenos. 3.Promocién de la barrera intestinal. 4. Regulacion de la
inmunidad en el huésped. 5. produccién de neurotransmisores como la serotonina, la dopamina y el &cido gamma
aminobutirico (GABA). (23)

2.4 Rejuvelac

El rejuvelac también conocido como "agua enzimatica", es una bebida probidtica elaborada a
base de la fermentacién de granos o semillas, esta bebida se prepara germinando granos de quinua
o trigo segun la literatura, pero se ha evidenciado que se puede usar casi cualquier tipo de cereal o
semilla, esta bebida se origind como un ténico y fue popularizado por la nutricionista Ann Wigmore
en Lituania durante la década de 1960, quien promovid su consumo como parte de un enfoque
integral de salud natural y de depuracién; el nombre “rejuvelac” proviene del francés y hace alusion

a sus multiples propiedades rejuvenecedoras en la piel y en la salud digestiva. (10)

22



La germinacion juega un papel fundamental en la elaboracion del rejuvelac, aunque se pueden
utilizar cepas de bacterias acido lacticas (BAL) para controlar mejor el proceso de fermentacion,
estos probioticos también se desarrollan de manera espontanea durante la fermentacion de los
granos germinados; gracias a la combinacién de las bacterias naturales presentes en los granos y el
ambiente adecuado, es posible obtener una bebida probidtica sin la necesidad de afiadir cultivos o
cepas comerciales. A diferencia de muchas otras bebidas fermentadas, el rejuvelac no requiere un
iniciador, ya que se considera un fermento libre, con los microorganismos esenciales presentes de
forma natural en los granos o semillas germinadas.(24) Al ser un alimento fermentado, es
facilmente digerible, sus proteinas se descomponen en aminoécidos y sus carbohidratos en azucares
simples, ademas, tiene un alto contenido de vitaminas y minerales, lo que lo convierte en un
excelente apoyo para la salud gastrointestinal, refuerza el sistema inmunologico y favorece la
absorcion de nutrientes. (17) Aunque no es muy conocida por todos, esta bebida se utiliza
frecuentemente en la cocina vegana para fermentar quesos y yogures veganos, en la preparacion

de limonadas o batidos, e incluso es utilizado para fermentar panes sin gluten. (25)

2.5 Fermentacion lactica

Una de las técnicas de conservacion mas antiguas empleadas por el ser humano es la
fermentacion; a lo largo del tiempo, ha cambiado segun las costumbres de las sociedades, haciendo
posible no solo la producciéon de nuevos productos, sino también la preservacion de alimentos
perecederos como la leche, la carne y los granos; este proceso sucede cuando los microorganismos
modifican los elementos (carbohidratos, proteinas, lipidos) de los alimentos de forma
controlada.(26)

La fermentacion lactica es un proceso celular en el que se genera energia a partir de la glucosa,
y cuyo producto de desecho el &cido lactico, este proceso es realizado por diversas bacterias,
hongos, algunos protozoos e incluso en los tejidos de animales y humanos; En condiciones
anaerobias, la fermentacidn permite a la célula regenerar la molécula de NAD+, que se consumié
durante la glucolisis, un proceso en el que la glucosa se descompone y se oxida para producir acido
piravico (un compuesto de tres carbonos) y dos moléculas de ATP. En este proceso de

transformacion, se utilizan dos moléculas de NAD+ que capturan electrones, transformandose en
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NADH. Para que se siga generando energia en la glucdlisis, es esencial regenerar el NADH en su
forma oxidada (NAD+), lo cual ocurre al transferir los electrones del NADH al acido piruavico,

convirtiéndolo en &cido lactico.(26)

Piruvato + NADH + H+ — Lactato + NAD+ (27)

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son fundamentales en los procesos de fermentacion
alimentaria, por lo que son muy utilizadas en la industria no solo por su capacidad para acidificar
y conservar alimentos, sino también por su contribucién a la textura, sabor, aroma y valor
nutricional de los productos fermentados; estas, ademéas de producir &cido lactico, también
modifican las proteinas, azucares y lipidos, facilitando la digestién de los alimentos fermentados;
las BAL incluyen géneros como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y otros géneros como
Bacillus, Sporolactobacillus , Aeriscardovia, Alloscardovia, Bifidobacterium, Gardnerella,
Metascardovia, Parascardovia y Scardovia, todos estos pueden producir &cido lactico a partir de

azucares fermentables. (26)

2.6 Leche

Segtin el decreto 616 de 2006 la leche se define como “el producto de la secrecion mamaria
normal de los animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida durante uno o mas
ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos sin ningln tipo de adicién, destinada al

consumo en forma de leche liquida o a elaboracién posterior. (28)

La leche y los productos lacteos son buena fuente de proteina de alta calidad, sin embargo,
aproximadamente un 47 % de la leche corresponde a la lactosa, esta es el aztcar predominante de
la leche y se estima que el 80% de la poblacion mundial sufren intolerancia a la lactosa, se observa
ampliamente en el 15-75% de los adultos e incluso algunos estudios mostraron que el 80% de las
personas de origen africano y el 100% de las personas de origen asiatico e indio americano son

intolerantes a la lactosa(2)

24



2.7 Bebidas vegetales

Las bebidas vegetales son productos no lacteos que se han consumido desde hace mucho
tiempo, estan hechos a base de agua e ingredientes de origen vegetal, sin proteinas animales;
existen diferentes tipos de estas bebidas, como lo son las bebidas de almendras, coco, arroz, avena,
linaza, alpiste, quinoa, sésamo, soya, avellanas, nuez, girasol, trigo, entre otras.(29) En los tltimos
afios, el consumo de bebidas vegetales ha crecido exponencialmente, por ejemplo en Estados
Unidos, el mercado de leches vegetales ha aumentado alrededor de un 61% en los Gltimos cinco
afios, y en 2017, Colombia se posicion6 como el tercer pais de América Latina con mayor consumo
de estas bebidas. Uno de los motivos principales por los que los consumidores prefieren las leches
vegetales es el interés en cuidar su salud, ya que algunos productos de origen animal pueden
provocar intolerancia a la lactosa, alergias a las proteinas animales u otros problemas, por lo que
las leches vegetales, elaboradas principalmente a partir de cereales y nueces, se presentan como
una buena alternativa a las bebidas lacteas tradicionales.(30)

Con el creciente interés en dietas saludables para prevenir enfermedades, ha surgido una
tendencia hacia el desarrollo de alimentos funcionales, como los prebi6ticos y probiéticos, que
comunmente se encuentran en productos lacteos como el yogurt, sin embargo, con el aumento en
el consumo de sustitutos vegetales de los lacteos, la industria esta buscando formas de crear bebidas
vegetales con cultivos bacterianos para brindar beneficios probi6ticos a quienes prefieren evitar los

lacteos, ya sea por eleccidn o por motivos de salud.(31)

2.7.1 Aportes nutricionales de las bebidas vegetales.

Las bebidas vegetales se destacan porque no contienen algunos compuestos presentes en la leche
de mamiferos, como colesterol, grasas saturadas, antigenos y lactosa, en cambio, son una buena
fuente de minerales, proteinas no alergénicas y acidos grasos esenciales, lo que las convierte en
una gran alternativa frente a los lacteos, ademas, presentan una proporcion significativamente
mayor de acidos grasos mono y poliinsaturados en comparacion con las bebidas lacteas, lo que las
establece como una opcion nutricionalmente mas viable(32); estas opciones vegetales se

consideran alimentos funcionales y nutracéuticos, gracias a su riqueza en compuestos bioactivos
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que aportan beneficios para la salud, como minerales, vitaminas, fibra dietética y antioxidantes,
siendo las legumbres y frutos secos especialmente adecuados para crear alimentos nutritivos,
saludables y también econdmicos. (31) Una de las innovaciones mas interesantes en las bebidas
vegetales es la actividad de las bacterias, estos microorganismos son capaces de sintetizar vitaminas
como 4&cido fdlico, cobalamina, riboflavina y tiamina, al incorporar estos cultivos en la
fermentacion de alimentos, no solo se enriquece su perfil nutricional, sino que también se facilita
la llegada de los microorganismos al intestino, donde pueden sintetizar estas vitaminas

directamente en el cuerpo.(33)

2.7.2 Bebida vegetal de Almendras y Avena

La 'leche’ de almendras es una de las bebidas vegetales preferida por su sabor y aroma, en los
ultimos afos ha ganado gran popularidad como una de las alternativas vegetales mas solicitadas en
el mercado, esto se debe, en parte, a que se presenta como una opcién ideal para personas con

alergia a la leche de vaca o intolerancia a la lactosa (2)

La preferencia por la leche de almendras también esta impulsada por los beneficios para la salud
que brindan las almendras, las cuales son ricas en acidos grasos monoinsaturados, los cuales
ayudan en la pérdida de peso y la reduccion del colesterol malo, ademas, las almendras
proporcionan nutrientes muy importantes como proteinas, fibra, vitamina E y manganeso; esta
bebida vegetal es una de las mas nutritiva, es rica en vitaminas, acidos grasos esenciales, minerales
como el calcio, magnesio y fosforo, ademas de tener una mayor concentracion de calcio que la

leche de vaca, aportando aproximadamente por cada 100 grs de almendras, 250 mg de calcio. (29)

La “leche” o bebida vegetal de avena se caracteriza por la presencia de fibras, fitoquimicos y
un alto aporte nutritivo, esta bebida posee propiedades hipocolesterolemias ya que reduce el
colesterol total y el LDL, tiene propiedades anticancerigenas; ademas, cuenta con la presencia de
B-glucano que posee propiedades nutracedticas, este es una fibra soluble capaz de aumentar la
viscosidad de la bebida, y aumenta el tiempo de transito intestinal, reduciendo asi la glucosa en

sangre; a pesar de sus beneficios para la salud, esta bebida carece de calcio, el cual es muy
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importante para el crecimiento y el desarrollo, por lo tanto, la “leche” de avena tendria que ser

fortificada con este mineral. (34)

Bebida de almendras Bebida de avena
Muy demandada por su Popular por su sabor neutro
sabor, aroma y como Yy texturacremosa.
alternativa a la leche de
vaca.
Ideal para personas con También apta para
intolerancia a la lactosa o intolerantes a la lactosa y
personas  con  dietas personas con  dietas
vegetales. vegetales.

. -~ Contiene grasas
Rica en &cidos grasos

] insaturadas en  menor
monoinsaturados, que

ayudan a reducir el cantidad; beneficiosas para

la salud cardiovascular.
colesterol LDL.

Aporta proteinas de origen Bajo contenido proteico en

vegetal. comparacion con otras
bebidas vegetales.

Buena fuente de fibra. Rica en [-glucanos, una

fibra soluble con

propiedades nutracéuticas.

Fuente de algunas

Contiene vitamina E en
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. especialmente  si es
otras vitaminas como B y
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minerales esenciales.
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magnesio,  fosforo, 'y cubrir  requerimientos

manganeso. nutricionales.

Propiedades funcionales Ayuda a la reduccion del Propiedades
colesterol malo, contribuye hipocolesterolémicas y
a la pérdida de peso. anticancerigenas por su
contenido de B-glucano.

Tabla 1. Comparacion del valor nutricional y funcional de bebidas vegetales de almendras y avena.
Elaboracion propia. Comparacién de los principales componentes nutricionales y propiedades funcionales de las

bebidas vegetales de almendras y avena.(35)

2.8 Normativa y Criterios Microbioldgicos para Bebidas Vegetales en Colombia

Las bebidas probiodticas vegetales han ganado un lugar destacado en la dieta de los
consumidores, especialmente por su aporte nutricional y su potencial funcional como alimentos
fermentados o probidticos, sin embargo, dada su naturaleza y el riesgo microbioldgico inherente a
estos productos, la normativa colombiana establece lineamientos precisos para garantizar la
inocuidad y calidad sanitaria de las bebidas elaboradas a partir de estos ingredientes; la Resolucién
1407 de 2022, emitida por el Ministerio de Salud y Proteccidn Social, es la principal norma que
regula los criterios microbioldgicos de estos alimentos y bebidas, esta resolucion fija parametros
especificos para diversos indicadores microbioldgicos, tales como aerobios mesoéfilos, mohos y
levaduras, coliformes, Escherichia coli, Bacillus cereus y Salmonella spp., como se observa en la
(tabla 2) .
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7.2 Bebidas a base o con inclusion de soya, otras legumbres o leguminosas y/o cereales

Aerobios mesdfilos 2 | 3 5 2| 5x10°® ufc/mi 10* ufe/m!
Mohos y levaduras 2 i 3 5 |2 102 ufc/mi ! 3x10? ufc/ml
Califormes 5 | 3 5 2 <10 ufciml 10 ufc/mi
Escherichia coli ufclg (2" NA 3 5 |0 <10 ufcml
Bacillus cereus 7 3 :lm"S 127 T 107ufeml | 2x107 ufe/mi |
Salmonella spp. 10 2 | 5 |0 - Ausenciai25mi | R

Tabla 2. Criterios microbiolégicos establecidos para bebidas a base o con inclusién de soya, legumbres o
cereales segun la Resolucion 1407 de 2022. En esta tabla se muestran los parametros microbioldgicos para las bebidas
a base o con inclusion de soya, otras legumbres o leguminosas y/o cereales correspondientes al item 7.2 de la
Resolucién 1407 de 2022. (36)

2.9 Economia circular y desarrollo sostenible.

La economia circular es un modelo econémico que busca maximizar el uso de recursos y
minimizar el desperdicio, promoviendo un ciclo continuo de produccion y consumo, a diferencia
del modelo lineal tradicional, que sigue el patrén de "extraer, producir, usar y desechar”, la
economia circular se centra en tres principios fundamentales: Reduccion de residuos, Reutilizacion
y reciclaje y Recuperacion de recursos, la economia circular promueve el uso eficiente de los
recursos, reduciendo la presion sobre los ecosistemas, incentivando a las empresas a desarrollar
nuevos productos y servicios que sean mas sostenibles e impulsando la innovacion y la
competitividad.(37)

Integrando los principios de la economia circular, el desarrollo de una bebida vegetal fermentada
a base de almendras y rejuvelac, es una opcion innovadora y sostenible que contribuye
significativamente a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la ONU, mas
especificamente los objetivos 2 (hambre cero) y 12 (produccion y consumo responsable); esto

debido a que el germinado de lentejas es un proceso que puede realizarse facilmente a nivel
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doméstico ya que los recursos necesarios son minimos y se genera un alto aporte o valor
nutricional, esta préctica se alinea directamente con el ODS 2 que busca erradicar el hambre y
mejorar la salud alimentaria al tener acceso a alimentos nutritivos, representando una fuente
alimentaria sustentable y accesible para comunidades con acceso o recursos limitados. Asi mismo
la produccién casera de germinados y la elaboracién de bebidas fermentadas promueven el ODS
12, enfocado en la produccion y consumo responsables, reduciendo la dependencia del consumo
de productos ultra procesados y empaquetados, disminuye el desperdicio de envases y fomenta el

uso de recursos locales. (38)
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3 Disefio metodoldgico.

3.1 Universo, poblacion y muestra.

Esta tesis experimental estudio la produccion de una bebida vegetal fermentada (yogur) cuya
fuente probidtica natural es obtenida de la bebida probidtica “rejuvelac” producto del germinado
de lentejas, perteneciente al universo de bebidas vegetales fermentadas a partir de materias primas
naturales y métodos tradicionales de fermentacion. La poblacion abarcéd lentejas y almendras
comerciales, de esta poblacion se selecciond un aproximado de 30 gramos de lentejas utilizadas
para la obtencién del germinado de lentejas y posteriormente la obtencion de la bebida probidtica
"rejuvelac”; y una taza de almendras utilizada para la elaboracion de la bebida vegetal de almendras

como base para la elaboracion de la bebida vegetal fermentada (yogur).

3.2 Hipotesis, variables e indicadores.

La hipdtesis central de esta investigacion se dirige hacia la elaboracion de una bebida vegetal
fermentada tipo "yogur" utilizando la bebida probidtica "rejuvelac” obtenida del germinado de
lentejas, como fuente probidtica natural, con el fin de comprobar la hipétesis se realizé paso a paso
el producto desde la obtencion del germinado de lentejas, la elaboracion de la bebida probiotica
“rejuvelac” y la elaboracion de la bebida vegetal fermentada (yogur) , todo de manera detallada y
registrada; se evaluaron las variables independientes (probi6ticos naturales de la bebida probiética
“rejuvelac”) para observar su efecto sobre la variable dependiente (desarrollo de la fermentacion

en la bebida vegetal, con microorganismos viables)

Para evaluar los resultados se establecieron indicadores cuantitativos como la presencia y
viabilidad de microorganismos probioticos mediante el cultivo en medio selectivo (Agar MRS) y
el control microbiologico de calidad mediante el cultivo de los productos en agar MacConkey,
adicionalmente se consideran indicadores secundarios el aspecto, olor y sabor de los productos;
estos indicadores permitiran determinar si la bebida probiotica "rejuvelac” tiene el efecto deseado
(fermentacidn) sobre la bebida vegetal de almendras y asi producir una bebida vegetal fermentada

(yogur).
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3.3. Técnicas y procedimientos.

El proyecto experimental se estructuro en 3 etapas diferentes representadas en la figura 3, donde
se evidencia la fase 1 (obtencion de germinados de lentejas y produccion de bebida probidtica
"rejuvelac™), la fase 2 (preparacion bebida vegetal y produccién bebida vegetal fermentada
(yogur)) y la fase 3 (aislamiento y evaluacion microbioldgica).

DESARROLLO DE BEBIDA VEGETAL FERMENTADA (YOGUR) CON MICROORGANISMOS PROBIOTICOS
NATURALES AISLADOS DE LA BEBIDA PROBIOTICA “REJUVELAC” DE GERMINADO DE LENTEJAS.

Germinado de
lentejas

Proceso de
fermentacion

I paso a paso es el mismo lo noculacion con
que cambia es el cereal o bebida probidtica
fruto seco de eleccion “rejuvelac”

[

Fermentacion en
yogurtera

- Obtencion de btencion de la
bebida probidtica bebida vegetal
“[:"u :lﬂﬁ“ fe enta

Licuado

. 1£
Aislamiento en islami
Agar MRS y Filtracion islamiento en Agar
g MRS y MacConkey

U—% I—I)

Figura 3. Metodologia general del proyecto. Elaboracién propia. Diagrama donde se representa las fases para el
desarrollo de la bebida vegetal fermentada (yogur). Fase 1: obtencidn de la bebida probidtica “rejuvelac” a partir del
germinado de lentejas; fase 2: elaboracion bebida vegetal de almendras; y finalmente la fase 3: correspondiente a la
inoculacion de la bebida probiética “rejuvelac” que va a permitir la fermentacion y obtencion del de la bebida vegetal

fermentada “yogur”.
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Fase 1

3.4 Obtencion de germinados de lentejas

Se inicio con la eleccién de un pufiado de lentejas las cuales se lavaron con agua embotellada o
filtrada para evitar cualquier tipo de contaminacién que pudiera afectar el proceso de germinacion,
estas se dejaron en remojo durante 8 horas, pasado este tiempo fueron puestas en dos frascos de
vidrio previamente esterilizados con agua hirviendo y se taparon con tela o gasa la cual permite el
paso de aire y la liberacion del exceso de humedad, los frascos se dejaron en un lugar oscuro en
posicion inclinada durante 4 dias; en los items “d, e y f” de la figura 4, se puede observar el avance

del proceso de germinacion.

A t_, J‘, g\\\ ¥ | \ r
Figura 4. Obtencion de germinados de lentejas. a: Eleccion de lentejas; b: inicio proceso de germinacion; c:
Posicion de almacenaje; d: ler dia de germinacion; e: 2do dia de germinacion; f: 4to dia de germinacion.

3.5. Produccion de bebida probiética (rejuvelac)

Una vez el proceso de germinacion avanzo, se afiadio agua embotellada a los frascos de vidrio
y se dejd en un lugar oscuro durante 24 horas, en el item “a” de la figura 5 se puede observar la
formacion de burbujas caracteristicas del proceso de fermentacion; el agua fermentada obtenida
“rejuvelac” se separ6 de los germinados de lentejas y como se aprecia en el item “d” de la figura
5, el “rejuvelac” tomd un aspecto ligeramente turbio con burbujas, cualidades caracteristicas de un
producto fermentado.
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Figura 5. Preparacion de la bebida probiética “rejuvelac”. Elaboracion propia. a: Proceso de fermentacion;
by c: Separacion del agua fermentada (rejuvelac) y los germinados; d: Obtencion bebida probidtica de germinados de

lentejas “Rejuvelac”.
Fase 2
3.6 Preparacion bebida vegetal.

En cuanto a la preparacion de la bebida vegetal fermentada cabe aclarar que el proyecto se llevo
a cabo con dos materias primas diferentes, estas son la avena y las almendras, sin embargo, el paso
a paso a seguir con cualquiera de las dos es el mismo, lo Gnico que cambia es la consistencia del
producto final; en la figura 6 se puede observar el proceso de elaboracion de la bebida utilizando
las almendras como materia prima. Se dejo en remojo media taza de almendras durante 8 horas,
pasado este tiempo se licuo en 1 litro de agua, la mezcla obtenida se filtré con ayuda de un colador
de malla fina; en el item “d” de la figura 6 se aprecia el residuo producto del proceso de filtracion,
este se puede utilizar en la preparacion de pancakes, arepas, tortas, entre otros; la mezcla final se

Ilevé a fuego medio mezclando constantemente hasta obtener una consistencia ligeramente espesa

como se observa en el item “f” de la figura 6.
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Figura 6. Preparacion bebida vegetal de almendras. Elaboracion propia. a: Almendras en remojo: b: almendras

para procesar; c: filtracién bebida vegetal; d: residuo de filtracion; e: coccién; f: textura esperada.

3.7 Produccion bebida vegetal fermentada (yogur)

La bebida vegetal se inoculd con los microorganismos probidticos presentes en el “rejuvelac”
previamente obtenido en la fase 1, se afiadié 2 cucharadas de “rejuvelac” y se mezcl6 en la
licuadora, ademas, se agregd aztcar como endulzante; la mezcla se dispuso en frascos de vidrio
pertenecientes a la yogurtera Holstein; los cuales fueron previamente esterilizados con agua
hirviendo para evitar cualquier tipo de contaminacidon con microorganismos no deseados;
finalmente fueron puestos en la yogurtera, donde se dejaron durante 8 horas, tiempo en el que la
yogurtera brinda la temperatura ideal para el proceso de fermentacién, la cual oscila entre los 30°
C y 40°C . En los items “f y h” de la figura 7 se puede observar la textura obtenida en el (yogur)

al final del proceso.

k=3

Figura 7. Preparacion bebida vegetal fermentada “yogur”. Elaboracién propia. a: Inoculacién con rejuvelac y

adicién de endulzante; b y c: envasado previo a proceso de fermentacién; d: inicio proceso de fermentacion en

yogurtera; e: Finalizacién proceso de fermentacién; f: Textura caracteristica del yogurt.

Fase 3

3.8. Aislamiento y evaluacion microbiol6gica.

Una vez finalizados los procesos de obtencién tanto de la bebida probidtica (Rejuvelac) como
de la bebida vegetal fermentada (yogur), se procedio a realizar la siembra en Agar MRS y en Agar
MacConkey como parte del control microbioldgico, complementandose con caldo nutritivo como
se observa en la figura 8, en el presente estudio, se decidio enfocar el analisis microbiologico

exclusivamente en el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en agar MRS y agar
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MacConkey, sin incluir la medicion de pardmetros fisicoquimicos como el pH, la acidez titulable
u otros indicadores relacionados, esta decision metodoldgica se basé en varias consideraciones de
relevancia técnica y de viabilidad; en primer lugar, el principal objetivo del estudio fue confirmar
la presencia de poblacion microbiana presente en el rejuvelac obtenido a partir de germinados de
lentejas y en la bebida vegetal fermentada (yogur) por lo que la utilizacion de agar MRS y agar
MacConkey permitio discriminar entre bacterias acido lacticas y microorganismos indicadores de
contaminacion potencial, respectivamente. Por otro lado, se consider6 que la medicion de
parametros como el pH o la acidez, si bien son indicadores relevantes en procesos fermentativos,
no constituia un objetivo prioritario en este trabajo de investigacion, ya que estan mas relacionados
con la evaluacién sensorial y funcional del producto final, aspectos que quedaron fuera del alcance
de este estudio, cuyo enfoque principal radicé en la viabilidad y cuantificacion de los

microorganismos beneficiosos en los productos obtenidos.

Figura 8. Productos finales y materiales para siembra. Elaboracion propia. a: Rejuvelac identificado como 1
y 2; b: bebida vegetal de avena y almendras; ¢: Agares TSA y MacConkey debidamente identificados para siembra;

d: Caldos nutritivos y solucion salina al 5% para control normal.
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Todas las siembras se realizaron por método de agotamiento por duplicado como se observa en

la figura 9, y se incubaron durante 24 h a una temperatura de 30°C a 35°C.

Figura 9. Siembras microbiol6gicas. Elaboracién propia. a: Siembra Rejuvelac 1; b: siembra rejuvelac 2; c:

siembra bebida vegetal de avena; d: siembra bebida vegetal de almendras.

4  Resultados.

4.1 Obtencidn de bebida probiética (rejuvelac) y bebida vegetal fermentada (yogur)

Tras realizar el procedimiento descrito en el item 3.4, se obtiene una bebida probidtica obtenida
por germinados de lenteja “rejuvelac”, la cual tiene un aspecto turbio, con presencia de burbujas,
como se observa en la (figura 5, item d), y un aroma distintivo a fermentacion, atributos propios
del proceso fermentativo natural llevado a cabo por los microorganismos probidticos.
Posteriormente, de acuerdo con lo detallado en el item 3.7, se logra la elaboracion de una bebida
vegetal fermentada “yogur”, mediante la inoculacién de la bebida vegetal de almendras con los
microorganismos probidticos naturales presentes en la bebida probiotica de germinados de lentejas
“rejuvelac”, después del periodo de incubacion en la yogurtera, se obtiene un producto de
consistencia espesa como se observa en la (figura 7, item fy h), con un aroma predominante a
almendras y un ligero olor a fermento, caracteristicas indicativas de un proceso de fermentacion

exitosa.
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Una vez obtenidos los productos anteriormente mencionados, se lleva a cabo una siembra
microbiologica con el objetivo de evaluar la presencia y viabilidad de microorganismos
probidticos, asi como de realizar un control microbioldgico para detectar la posible presencia de
microorganismos contaminantes no deseados, los resultados obtenidos a partir de este analisis se

presentan a continuacion.

4.2 Control microbioldgico

4.2.1 Siembra inicial (técnica de referencia)

Los resultados obtenidos a partir de las siembras microbioldgicas realizadas tanto en la bebida
fermentada como a la bebida vegetal fermentada (yogur) evidencian la presencia de diferentes
grupos microbianos; en los cultivos desarrollados en agar MRS se observaron colonias con un
crecimiento uniforme y rasgos compatibles con bacilos Gram positivos, habitualmente asociados
a condiciones favorables de crecimiento en medios nutritivos generales como el MRS, también, se
identificaron colonias que mostraron un fendmeno de dispersién superficial conocido como

swarming como se puede observar en las figuras (10,11,12 y 13 item “a”).

En el medio selectivo agar MacConkey, se observan colonias redondas, planas e incoloras, no
fermentadoras de lactosa dado que no producen los acidos necesarios para cambiar el pH del medio
y, por ende, no generan el viraje de color, sin embargo se pueden observar pequefias formaciones
de microorganismos que si logran fermentar la lactosa lo que permite evidenciar la coexistencia de
microorganismos con capacidades fermentativas y patogénicas potenciales como se observa en las
figuras (10,11,12 y 13 item “b”.)
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Figura 11. Resultados siembra Rejuvelac 2 (07-11-2024). Elaboracion propia.

L NG B 4
Figura 13. Resultados siembra bebida vegetal de almendras (07-11-2024). Elaboracién propia.
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4.2.2 Siembra intermedia, optimizacion 1 de la técnica de produccién de bebida
vegetal fermentada (yogur) a partir de la bebida probidtica de germinado de lentejas

“rejuvelac”.

Debido a la alta contaminacidn obtenida en esta primera siembra se decide volver a realizar los
productos realizando cambios en los factores se creia podian ser la fuente de contaminacién, al
momento de la eleccion de las lentejas estas se dejaron en agua hirviendo alrededor de 8 minutos
para eliminar cualquier microorganismo que pudiera afectar el posterior proceso de germinacion,
todos los utensilios utilizados en la preparacion tanto de los germinados, rejuvelac y bebida vegetal
fueron esterilizados dejandolos en agua hirviendo durante 10 min, todos los envases utilizados
fueron de vidrio y en cada fase de los procesos que requieran de manipulacion se utilizaron guantes
esteriles y tapabocas para evitar al minimo cualquier foco de contaminacion; la siembra se realizo
en agar MRS, Agar PDA,y Agar MacConkey, se dividio el agar en dos, en la mitad se marco con
“R” y aqui se sembro el “rejuvelac” y en la otra mitad “Y” donde se sembré la bebida vegetal

fermentada, también se utilizé caldo nutritivo; los resultados de esta segunda siembra se pueden

observar en la figura 14.

TR L s ]

Figura 14. Resultados segunda siembra rejuvelac y bebida vegetal (21-02-2025). Elaboracién propia. a:

Siembra en agar MRS; b: siembra en agar PDA,; c: siembra en agar MacConkey; d: siembra en caldo nutritivo.

En esta segunda siembra como se puede observar ya se logré aislar cepas morfolégicamente
compatibles con microorganismos probiéticos, ademas, la contaminacién se redujo notoriamente
en comparacion con la primera, iniciando con el item “a” de la figura 14, correspondiente al agar

MRS donde se observa el crecimiento de un solo tipo de colonia, son colonias pequefias
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puntiformes que son concordantes con lactos, planas, blanquecinas, de forma irregular, bordes
lobulados, dan la apariencia de estar secas, también se observa una protuberancia en el centro de
las colonias lo cual les da una apariencia de huevo estrellado; en Agar PDA se observa el
crecimiento de un solo tipo de colonia en este caso pequefias; en Agar MacConkey sigue habiendo
crecimiento alusivo a microorganismos patégenos, aunque disminuyo a comparacion de la primera
siembra se sigue observando la presencia de dos tipos de colonias, una en mayor medida no

fermentadora de lactosa y algunas que si la fermentan.

4.2.3 Siembra final, optimizacion 2 de la técnica de produccién de bebida vegetal

fermentada (yogur) a partir de la bebida probiética de germinado de lentejas “rejuvelac”.

Debido a la persistencia de fuentes de contaminacion en el proceso, se evaluaron los factores
que podrian estar contribuyendo a dicha contaminacion, a pesar que ya se habian implementado
medidas de control respecto a la desinfeccion de utensilios y a las practicas de manipulacion, se
sospechd que el origen de la contaminacion podria ser de tipo ambiental, ante esta hipotesis, se
decidié realizar una tercera siembra con modificaciones significativas, orientadas a minimizar la

exposicién a posibles contaminantes.

En esta fase, el recipiente utilizado para almacenar el proceso de germinacion de las lentejas y
la elaboracién del “Rejuvelac” no fue almacenado en los gabinetes de la cocina como en ocasiones
anteriores, en su lugar, se decidié guardarlo en una caja transparente previamente desinfectada con
hipoclorito a 500ppm, asegurando la desinfeccién antes y durante cada fase que requiriera
manipulacion, tratando de prevenir la contaminacion por agentes ambientales pre s S en el
entorno; adicionalmente, se decidio eliminar el uso de gasas estériles para cubrir el recipiente con
las lentejas, esto con el fin de evitar que la humedad retenida en estas favoreciera el crecimiento de
microorganismos patogenos, reduciendo asi las condiciones propicias para el desarrollo

microbiano no deseado.
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Figura 15. Resultados tercera siembra rejuvelac y bebida vegetal (01-03-2025). Elaboracién propia. a:
Siembra en agar MacConkey; b: siembra en agar PDA; c: siembra en agar MRS

En la tercera siembra se puede observar que no hubo crecimiento de algin microorganismo tanto
en la seccion “R” como en la seccion “Y” (Figura 15, item “a”) lo que permite deducir que las
medidas implementadas fueron efectivas. En cuanto a las siembras realizadas en agar PDA (Figura
15, item “b”), se observé el crecimiento de UFC pequefias y uniformes que por sus caracteristicas
morfoldgicas podrian corresponder a levaduras siendo el conteo de UFC de 192 UFC en la seccion
“R”y 84 UFC en la seccion “Y” , al observarse una misma caracteristica en las colonias se puede
deducir la ausencia de contaminacidn significativa por otros microorganismos; finalmente, en el
agar MRS (Figura 15, item “c”), se obtuvieron 204 UFC en la seccion “R” y 152 UFC en la
seccion “Y™, en este medio selectivo para bacterias acido lacticas, las colonias mostraron
morfologia convexa y superficie lisa o ligeramente rugosa, con bordes enteros y consistencia
himeda a cremosa, el color de las colonias fue predominantemente blanco a beige, con un aspecto
transltcido en algunos casos, caracteristico de bacterias acido lacticas como Lactobacillus spp.,
logrando asi el aislamiento de los microorganismos probiéticos deseados.

Con base en los resultados obtenidos se decidid hacer un andlisis y comparacion de las unidades
formadoras de colonia obtenidas en Agar MacConkey a partir de la siembra de rejuvelac y la bebida
vegetal elaborada, con el fin evaluar el comportamiento microbiolégico a lo largo de la elaboracion
del producto e identificar la eficacia de las medidas implementadas para reducir el crecimiento de
microrganismos no deseados, el numero de unidades formadoras de colonia UFC se puede observar
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en la (Tabla N°3 y en la figura 16) ,para facilitar la comparacion, se sacé un promedio entre las
UFC del rejuvelac 1y 2, de la bebida vegetal fermentada de almendras y avena.

Técnica de referencia  Optimizacion técnical Optimizacion técnica 2

142 76 0

230 48 0

Tabla 3. Comparacién crecimiento de Unidades formadoras de colonia (UFC) en Agar MacConkey.
Elaboracion propia. En la tabla se muestra la cantidad de UFC obtenidas en Agar MacConkey en las tres etapas de

siembras realizadas a lo largo del proyecto, evidenciandose una disminucién progresiva en las muestras, con la

ausencia de colonias en la ultima siembra.

COMPARACION CRECIMIENTO DE UFC EN AGAR

250
200
e 150
=]
100
50
0
Bebida probidtica "rejuvelac” Bebida vegetal fermentada
N Siembra inicial (Tecnica de referencia) 142 230
W Optimizacion tecnica 1 76 48
W Optimizacion técnica 2 0 0

Figura 16. Comparacién del crecimiento de unidades formadoras de colonia (UFC) en Agar MacConkey
para la bebida probiotica “rejuvelac” y bebida vegetal fermentada. Elaboracién propia. La grafica ilustra la
cantidad de UFC obtenidas en Agar MacConkey a lo largo de las diferentes etapas de simbras realizadas a partir de la
bebida probidtica “Rejuvelac” y la bebida vegetal fermentada, se observa una disminucidn progresiva en el crecimiento

bacteriano, con la usencia de colonias en la Gltima siembra.

43



4.3 Conglomerado de modificaciones técnicas en la elaboracion de la bebida vegetal
fermentada (yogur)

Como resultado de los hallazgos obtenidos a lo largo del proceso experimental, fue necesario
implementar una serie de ajustes y mejoras en las précticas utilizadas para la elaboracién de la
bebida vegetal fermentada, estos cambios no solo estuvieron orientados a optimizar las condiciones
microbioldgicas del producto final, sino también a fortalecer la inocuidad y la reproducibilidad del
procedimiento en contextos domésticos, la (tabla 4) que se presenta a continuacion expone un
conglomerado de modificaciones técnicas que fueron aplicadas de manera progresiva en cada una
de las fases del proceso de elaboracion de la bebida vegetal fermentada, permitiendo identificar
cudles factores influyen de forma directa en el producto.

Técnica de referencia

Eleccion de los granos
sin ningun parametro en
particular, solo se les da
un lavado comin con

agua filtrada.

Frascos de  vidrio
esterilizados

previamente con agua
hirviendo antes de su

uso

Optimizacion técnica 1

Se seleccionan con mayor
cuidado y se dejan en agua
hirviendo  durante 8

minutos para eliminar
cualquier microorganismo
indeseado que altere el

producto.

Aumento del tiempo de
esterilizacion en agua
hirviendo (10 min), al
igual que se esterilizaron
todos los  utensilios
involucrados en el proceso
de elaboracion del

producto.

Optimizacion técnica 2
Al igual que en la segunda
siembra, se seleccionan
con mayor cuidado y se
dejan en agua hirviendo
durante 8 minutos para
eliminar cualquier
microorganismo indeseado
que altere el producto.
Aumento del tiempo de
esterilizacion en agua
hirviendo (10 min), al igual
que se esterilizaron todos
los utensilios involucrados
en el proceso de

elaboracion del producto.



Lavado de manos antes
y después de cada etapa
que requiera

manipulacion.

Uso de gasas para
cubrir los frascos de
vidrio donde se realiza
el proceso de

germinacion.

El

llevaba a

frasco donde se
cabo el
proceso de germinacion
se almacena en los

gabinetes de la cocina.

Ademas del lavado de

manos convencional, se
utiliza  mascarilla vy
guantes estériles en cada
etapa del proceso que
requiere manipulacion
Uso de gasas para
cubrir los frascos de vidrio
donde se realiza el proceso

de germinacion.

El frasco donde se llevaba
a cabo el proceso de
germinacion se almacena
en los gabinetes de la

cocina.

Ademéas del lavado de

manos convencional, se
utiliza mascarilla y guantes
estériles en cada etapa del
proceso  que  requiere
manipulacion

Se reemplaza el uso de
gasas para cubrir los
frascos por tapa de acero
inoxidable con agujeros
para permitir el paso de
aire, esto con el fin de
evitar que la humedad
acumulada en las gasas

propicie el crecimiento de

microorganismos no
deseados.
Para evitar

contaminaciones

provenientes del ambiente
el frasco se alacena en una
caja plastica la cual puede
ser desinfectada antes y
después de cada proceso de

manipulacion.

Tabla 4. Aspectos modificados en la elaboracion de la bebida vegetal fermentada. Elaboracion propia. En la
tabla se describen los aspectos mas relevantes a lo largo de la elaboracidn de la bebida vegetal fermentada y los cambios

que estos tuvieron a partir de los resultados obtenidos en las diferentes siembras microbioldgicas.
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5 Discusion

El desarrollo de nuevos productos alimenticios surge con el fin de satisfacer las demandas
actuales de los consumidores que desean alimentos saludables, por ejemplo se busca que las
bebidas no solo refresquen, sino que a su vez tengan una funcionalidad o beneficio; la funcionalidad
puede abordar varios aspectos como el aumentar la energia, combatir el envejecimiento o atacar
alguna enfermedad especifica(39); un requisito funcional importante es ofrecer alternativas a la
leche de vaca para quienes presentan intolerancia a la lactosa o simplemente buscan una

alimentacion basada en plantas.(40)

Las alternativas a la leche a base de plantas son bebidas que resultan de la reduccion del material
vegetal (cereales, semillas, legumbres, nueces.) extraido en agua, una mayor homogenizacion de
dichos fluidos da como resultado un fluido que imita la leche de vaca en apariencia y
consistencia(39). Al mismo tiempo en las ultimas décadas los esfuerzos para erradicar el hambre
en el mundo han llevado a la generacion de objetivos de desarrollo sostenible para reducir la
pobreza y desigualdad.(41); es asi como la elaboracidn de una bebida vegetal fermentada (yogur)
rica en microorganismos probidticos naturales aislados de germinados de lentejas contribuye a

todas las necesidades anteriormente mencionadas.

En este contexto, la elaboracion de una bebida vegetal fermentada de almendras rica en
microorganismos probioticos naturales aislados de germinados de lentejas, como el rejuvelac,
contribuye a las demandas mencionadas, a diferencia de investigaciones previas que utilizan
cultivos comerciales, este trabajo empled exclusivamente el rejuvelac como fuente probidtica
natural; es asi como en estudios recientes se ha demostrado la viabilidad de diferentes cepas
probidticas en bebidas vegetales fermentadas, por ejemplo, Lacticaseibacillus rhamnosus GR-1 ha
mostrado conteos superiores a 107 UFC/mL durante 30 dias en bebidas probioticas a base de
almendras suplementadas con inulina(42)Otros autores, como Grasso et al. (2014) y Zhu et al.
(2022), documentaron la capacidad de Lactobacillus reuteri y Streptococcus thermophilus para
crecer y producir &cido lactico en bebidas vegetales fermentadas, garantizando la funcionalidad
probidtica. (43,44)
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Aunque se puede encontrar mucha informacion respecto a la elaboracion tanto del rejuvelac
como de bebidas y/o productos similares en internet, los resultados obtenidos a lo largo de esta
tesis demuestran que, aunque es muy sencilla la elaboracién del producto, hay muchos aspectos
que pueden afectarlo generando efectos negativos sobre la salud en vez de los beneficios esperados.
Desde la primera siembra microbioldgica de evaluacién de la inocuidad se observé que el producto
es vulnerable a maltiples factores de contaminacion y que se deben tomar medidas fundamentales
para evitarlos. Los germinados se pueden preparar de forma sencilla a nivel doméstico, sin
embargo, es muy importante tener un control microbioldgico de los mismos, algunos de los
microorganismos que los pueden afectar son Salmonella spp, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Shigella spp. los cuales se pueden encontrar en los germinados o en el agua

utilizada para elaborar los mismos; generando asi dafios significativos en la salud humana(13).

La presencia de microorganismos patdgenos como Salmonella, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes en productos probioticos afecta el desarrollo y crecimiento de los probidticos al
competir por nutrientes y sitios de adhesion en el producto, afectando su viabilidad y eficacia;
segun el articulo titulado "Interactions between probiotics and pathogenic microorganisms in hosts
and foods: A review" publicado en Trends in Food Science & Technology en enero de 2020, estas
interacciones son complejas y dependen de factores como la cepas especificas de los probidticos y
patdgenos involucrados, asi como del entorno del producto, por lo que es muy importante
comprender estas dinamicas para poder desarrollar productos probidticos efectivos y sobre todo
seguros(45); ademas una revision en Food Research international destaco que la Listeria
monocytogenes puede contaminar los alimentos durante la produccion o almacenamiento,

representado un riesgo para la salud alimentaria.(46)

El desarrollo de esta tesis permitié identificar los factores criticos que representan un foco de
contaminacion en la produccion de la bebida vegetal fermentada, tanto en la eleccion de la materia
prima como en todas las etapas de su elaboracidn, esta informacion es de gran relevancia ya que
proporciona una base sélida y confiable para cualquier persona que desee elaborar este producto
en casa, garantizando asi obtener los beneficios en la salud deseados sin comprometer la seguridad

alimentaria.
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6 Conclusiones

La elaboracion de una bebida vegetal fermentada utilizando una bebida probiotica “rejuvelac”
como fuente probiotica natural puso en evidencia la importancia de establecer un control riguroso
sobre los factores criticos que pueden comprometer la seguridad alimentaria y la viabilidad
microbiana del producto final. A lo largo de la realizacion de esta tesis, se identificaron factores
determinantes como la seleccion de lentejas empleadas, la humedad que puede propiciar el
crecimiento de microorganismos no deseados, el tiempo y la técnica de esterilizacion de los
implementos, asi como el uso constante de barreras fisicas como guantes estériles y mascarillas;
todos estos elementos resultaron fundamentales para minimizar los riesgos de contaminacion

cruzada y asegurar un entorno propicio para el desarrollo de microorganismos beneficiosos.

Dentro de este proceso, el uso del agar MRS como medio de cultivo selectivo fue crucial en el
aislamiento de cepas compatibles con las caracteristicas morfoldgicas tipicas de microorganismos
probidticos en el rejuvelac, este medio, favorece el crecimiento de bacterias acido-lacticas ya que
contiene una combinacion de nutrientes y agentes selectivos como peptona, extracto de levadura,
y acetato de sodio, que inhiben el crecimiento de microorganismos contaminantes, pero que
promueven el desarrollo de géneros como Lactobacillus; el uso de este agar permitio aislar cepas
morfolégicamente compatibles con estos géneros tanto en etapas intermedias como en la siembra
final, lo que indica la viabilidad de los probioticos en la bebida probiotica “rejuvelac” y en la bebida

vegetal fermentada (yogur).

Los datos microbioldgicos obtenidos a lo largo de esta tesis, como la disminucién progresiva de
las unidades formadoras de colonias (UFC) en Agar MacConkey (142 a 0 para rejuvelacy 230a 0
para el yogur vegetal), evidencian la eficacia de los cambios metodoldgicos implementados,
dejando ver la necesidad de aplicar protocolos que garanticen la calidad microbioldgica del
producto, para asi lograrla elaboracion del producto de forma segura y eficaz, promoviendo el

desarrollo de alternativas alimentarias saludables, sostenibles y con alto valor funcional.
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Anexo A

BEBIDA VEGETAL FERMENTADA (YOGUR)
CON MICROORGANISMOS PROBIOTICOS

NATURALES AISLADOS DE GERMINADO DE

LENTEJAS (REJUVELAC)

1. Germinado de lentejas
5
Seleccionar un pufiado de lentejas,
verificando que su opariencio sea sana
sin tonclidades oscuras o con signos
de algln dafio o contaminacion.

12 Los lentejos se deben laver con
% ogua filtrada o embotellodo y se

deben  desinfectar

con agua
hirviendo duronte 8 minutos, esto

microorganismo  no

desinfeccion, dejor en remojo con

agua filtrada durante 8 horas.

Se coloca una o dos cucharadas de 13

lentejos en un frasco de vidrio, el cual
debe ser previomente lovado y
i & en agua
hirviendo durante 10 min, en cuanto o
lo tapo, debe ser de acero inoxidable
para poder desinfectar con mayor
facilided a lo lorgo del proceso, o esta
se le horén algunos ogujeros para
permitir el paso de oxigeno y para que
pueda salir el exceso de humedad
durante el proceso de terminacion

Se dejan los frascos en una caja
pldstica para evitar contaminantes
procedentes del ambiente, esta se
debe desinfectar antes y después
de cada etopa Que requiero
manipulacion con hipoclorito  de
sodio, los frascos se dejon
ligeramente inclinados con lo topa
hacia abojo pora eliminor el
exceso de humedad, este proceso
dura 4 dics.

cada 8 horas agregar agua filtrada
o los germinados para humectarios,
retiror el agua y dejor inclinados
nuevamente.

embotellada a los frascos
de vidrio y se deja en un
lugor oscuro de 24 o 48
horas, para que comience
el proceso de
fermentacion.

caracteristicas

locticas
23

El “rejuvelac obtenido se
separa de los germinados
de lentejos en un envase
de vidrio, preferiblemente
con tapg, y se conserva en
lo nevera para utilizerlo en
‘etapos posteriores,

Los germinados restantes pueden
consumirse de muchas maneras,
por ejemplo en ensaladas ©
arroces: de igual manera el

W Pasado este tiempo se

* podré el ogua se va a
tornar turbia y se podrén
observar burbujes,
tipicas
del proceso de
fermentacion  realizado
por las bacterios dcido

se licua en 1 litro de
aoguo, Ja  mezcla
obtenida se debe
filtrar con oyuda de un
colodor de malla fina

El residuo producto del proceso de
filtracion, se puede utilizar en lo
ion de

se puede agrega oziicar 0
cualquier otro endulzonte

al gusto

42

La mezclo se dispone en froscos
de vidrio pertenecientes a una

previomente esterilizedos con

43

Se ponen los frascos en lo
donde se dejon durante

arepas,
tortas, entre otros

33

La mexcla final se lleva o

8 horos, tiempo en el que lo
yogurtera brinda ko temperoture
ideal paro el proceso de
fermentacion, lo cual oscilo entre
los 30° Cy 40°C

Al finclizar el proceso se
puede observar una textura
mas espesa  coracteristica
del “yogur®
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