ELABORACION DE NECTAR DE MANGO CON ADICION DE PROBIOTICO
Lactobacillus gasseri E INULINA COMO ALIMENTO FUNCIONAL, SIN ADITIVOS
QUIMICOS Y COMO UNA ALTERNATIVA A LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

MANGO NECTAR WITH THE ADDITION OF PROBIOTIC Lactobacillus gasseri AND
INULIN AS A FUNCTIONAL FOOD WITHOUT CHEMICAL ADDITIVES AND AS AN
ALTERNATIVE TO THE FOOD INDUSTRY

Ivonne Catalina Fajardo-Argoti?;
Henry Jurado-Gamez?";
Veronica Alzate-Amariles®

Resumen

Los alimentos funcionales tienen un efecto beneficioso para la salud e involucran efectos
fisioldgicos, los cuales tienen incidencia en el balance en la microbiota intestinal. En este sentido
investigar, estudiar y desarrollar bebidas de fruta, con adicion de microorganismos probioticos
pretende responder los desafios tecnoldgicos que comprendan, asi como también evaluar
parametros importantes como la viabilidad, calidad microbioldgica y el efecto sensorial. Se
propuso la adicion de la cepa lactica Lactobacillus gasseri ATCC® 19992 a una matriz vegetal
que consistié en un néctar a base de mango (Mangifera indica) para evaluar su viabilidad, calidad
microbioldgica y efecto sensorial en el tiempo. Se llevd a cabo la reconstitucion y siembra de L.
gasseri, mediante ajuste de inoculo, se centrifug6 a 9000 r.p.m x 10 minutos a 4°C para obtener la
biomasa. Se elaboré el néctar con pulpa de mango (0,17°Brix), con adicion de ingrediente
prebiotico (inulina), posteriormente se incorporé la biomasa de la cepa lactica en la matriz vegetal
y se llevo a incubacidn (37°C x 24 h), posteriormente se almaceno en condiciones de refrigeracion
(4°C), después se evalud la viabilidad, la calidad microbioldgica y el efecto sensorial en el tiempo
con mediciones a los 0, 5 y 11 dias. Los resultados obtenidos mostraron que se presentaron
diferencias significativas (p<0,05) para las variables evaluadas (viabilidad UFC/mL,°Brix, acidez
y pH) en este sentido factores como el tiempo y temperatura y almacenamiento influyeron sobre
los pardmetros evaluados, a su vez se observo que la inclusién de la cepa en el néctar tuvo efeto
en los aspectos olor y sabor, por lo que se llevé a cabo un ensayo adicional para enmascararlos con
la hierba aromatica hierbabuena (Mentha spicata). Incorporar probioticos en matrices vegetales
representa una estrategia importante en la industria alimentaria por su impacto en la salud del
consumidor.
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Abstract

Functional foods have a beneficial effect on health and involve physiological effects, which have
an impact on the balance in the intestinal microbiota. In this sense, researching, studying and
developing fruit drinks with the addition of probiotic microorganisms aims to meet the
technological challenges involved, as well as to evaluate important parameters such as viability,
microbiological quality and sensory effect. The addition of the lactic strain Lactobacillus gasseri
ATCC® 19992 to a vegetable matrix consisting of mango (Mangifera indica) nectar was proposed
to evaluate its viability, microbiological quality and sensory effect over time. Reconstitution and
seeding of L. gasseri was carried out by adjusting the inoculum, centrifuged at 9000 r.p.m x 10
minutes at 4°C to obtain the biomass. The nectar was made with mango pulp (0.17°Brix), with the
addition of a prebiotic ingredient (inulin), then the biomass of the lactic strain was incorporated
into the vegetable matrix and incubated (37°C x 24 h), then stored under refrigerated conditions
(4°C), after which the viability, microbiological quality and sensory effect were evaluated over
time with measurements at 0, 5 and 11 days. The results obtained showed that there were
significant differences (p<0.05) for the variables evaluated (viability UFC/mL, °Brix, acidity and
pH) in this sense, factors such as time, temperature and storage influenced the parameters
evaluated. It was also observed that the inclusion of the strain in the nectar had an effect on the
odor and flavor aspects, so an additional test was carried out to mask them with the aromatic herb
peppermint (Mentha spicata). Incorporating probiotics in vegetable matrices represents an
important strategy in the food industry because of its impact on consumer health.

Key words: Nectar, Lactobacillus gasseri, inulin, health, viability.
Introduccion

Los alimentos funcionales son aquellos que, ademas de aportar nutrientes, proporcionan un
mejor estado de salud y bienestar. El desarrollo de este tipo de alimentos es una oportunidad de
contribuir a mejorar la calidad de la dieta (Olagnero et al., 2007). Por su parte Bernal-Castro et
al. (2017) mencionan que el mercado de alimentos funcionales esta en continuo crecimiento al
igual que los productos dirigidos a la salud gastrointestinal, en particular los probi6ticos y
prebidticos son ampliamente estudiados. Los prebidticos (oligosacaridos y polisacaridos),
componentes bioactivos que generan sinergia con los microorganismos probidticos ofreciendo
un beneficio a la salud del huésped (Annunziata & Vecchio, 2013).

En este orden de ideas las frutas son matrices alimenticias con contenido de micronutrientes,
antioxidantes y fibra con un potencial para el desarrollo de alimentos funcionales (FAO, 2016).
Colombia es un pais productor de frutas tropicales y las pérdidas postcosecha son altas (55% de
la produccién local para frutas y verduras), por lo tanto, es imprescindible generar estrategias
tecnoldgicas que permitan el desarrollo de nuevos productos aprovechando los recursos de la
biodiversidad. La inclusion de microorganismos probidticos en matrices vegetales es un desafio
para la industria hortofruticola. Existen diversos factores (composicion fisicoquimica, bioactiva
y sensorial) que limitan la viabilidad del microorganismo y la estabilidad del producto en
almacenamiento. Aun asi, estas matrices han demostrado ser excelentes sustratos para la sintesis
celular y la produccion de acido lactico (Hill et al., 2014).
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Los mismos autores mencionan que los probioticos han sido definidos como: microorganismos
vivos que confieren un beneficio a la salud del huésped en cantidades adecuadas. EIl término
probiotico (del griego “para la vida”) incluye una amplia gama de microorganismos,
principalmente bacterias y levaduras, sin embargo, el efecto en la salud humana es especifico
de la cepas (Rai & Bai, 2015). El concepto de “probidtico” en los ultimos anos desde la
divulgacion de la Guia de Probidticos y Prebiéticos publicada por la Organizacion Mundial de
la Salud y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) ha sido malinterpretado, empleando el término en productos con insuficiente base
cientifica (Hill et al., 2014). Las especies de géneros como Lactobacillus son usadas
frecuentemente como probioticos (OMS, 2011; Chen & Sears, 2014). Estas se caracterizan por
que tienen funciones como agentes para la fermentacion de alimentos, herramienta tecnolégica
en la conservacion de productos y pueden generar efectos fisiologicos benéficos al huésped
mediante la capacidad probiotica (Annunziata & Vecchio, 2013). Lactobacillus gasseri ha sido
catalogado como uno de los principales Lactobacillus homofermentativos del intestino humano.
Por su parte Wall et al. (2007), mencionan que en una etapa temprana de la vida L. gasseri se
establece en el tracto gastrointestinal (TGI) humano, y prevalece durante la edad adulta. Al
respecto, Matsumiya et al. (2002), Martin et al. (2003), Dal Bello y Hertel (2006) y Lamont et
al. (2011) afirman que puede ser transferido en parte al TGI de los recién nacidos a través de la
cavidad oral, o del tracto vaginal y/o de la areola mamaria de sus madres durante el parto y la
lactancia. Por su parte, los prebidticos son componentes de los propios alimentos que no son
absorbidos en el intestino delgado, pero que, al llegar al colon, favorecen el crecimiento y la
actividad en si de las bacterias beneficiosas para el organismo. La Inulina es un fructano
polidisperso que consiste en una mezcla de oligdbmeros y polimeros mayores formados por
uniones B-(2-1) fructosilfructosa. El grado de polimerizacion (GP) proveniente de la achicoria
oscila entre 3 y 60, con un valor promedio de aproximadamente 10 (Olagnero et al., 2007).

En la industria de alimentos la inclusion de cultivos probidticos se ha realizado tradicionalmente
en productos lacteos (queso, yogur, helados, entre otros) (Shori A, 2016; Martins et al., 2013).
La investigacion en el desarrollo de soluciones alternativas a los productos probidticos
derivados de la leche es una opcion en crecimiento dentro de la industria de alimentos,
especialmente el disefio de bebidas de frutas y/o vegetales como ingrediente principal es una
iniciativa factible (Vijaya et al., 2015). Los avances tecnoldgicos han permitido alterar algunas
caracteristicas estructurales de las matrices vegetales modificando los componentes de estos
alimentos de una forma controlada (Lewandowski C, 2015), y generando una serie de productos
con valor agregado en el mercado de alimentos. Con el fin de proporcionar los efectos
funcionales, las cepas a menudo requieren una matriz especifica que permita la supervivencia
Optima del cultivo a lo largo del TGI (Vandenplas, Huys & Daube, 2015).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue elaborar un bebida funcional a base
de néctar de mango con adicion de L. gasseri e inulina.

Metodologia

Localizacién. El ensayo se desarroll6 en el laboratorio de frutas y hortalizas, en el laboratorio
de microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia-sede Medellin y en el laboratorio de
Investigacion P _OR)I_(RTEC-FORAPI élIr%leyniversidad de Narifo.
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Reconstitucion, conservacion, siembra y cultivo de Lactobacillus gasseri. La cepa lactica de
coleccion Lactobacillus gasseri ATCC® 19992, se adquirié a traves de laboratorios Annar
Diagnostica Import S.A.S. La reconstitucion se realizd de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y en caldo MRS y agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) con el fin de optimizar su
crecimiento y recuperacion de acuerdo a la metodologia adaptada por Jurado-Gamez et al.
(2015). Siguiendo la metodologia propuesta por Jurado-Gamez et al. (2010) trascurridas 24
horas de reconstituida la cepa lactica, se confirmé el crecimiento y desarrollo de esta y se
continud a realizar el repique en cajas de agar MRS comercial y en tubos con caldo MRS,
posteriormente se incubaron por 24 horas a 37°C. Este procedimiento se realizé en camara de
flujo laminar tipo I1. Al dia siguiente, se revisé nuevamente su crecimiento en los agares y caldos
y para constatar su morfologia macroscépica como microscopicamente mediante coloracién de
Gram se confirmo su pureza.

Para el cultivo del inoculo se realizé el siguiente procedimiento, se inoculd una asada del
cultivo de la cepa lactica, en un erlenmeyer con 40 mL de caldo MRS estéril. Se llevo a
incubacion por 24 horas a 37°C. Nuevamente se realizo un repique de 4 mL de esta caldo a
otros 40 mL de caldo MRS comercial y se incubd en las condiciones antes mencionadas.
Segun Crueger y Crueger (1993), el porcentaje de inoculo se ajusto al 10% v/v, para iniciar
la fermentacion. Después de este tiempo se calculd el nimero de bacterias por mL. Del caldo
MRS comercial con el in6culo se tomd 1 mL y se vertié en 9 mL de solucion peptonada.
Cuando se presentd mayor poblacion de la establecida, se adiciond caldo estéril, teniendo en
cuenta el siguiente céalculo matematico de proporcionalidad de acuerdo a Guerrero et al.
(2002) y Montes et al. (2003).

M1= poblacién o densidad celular que se debe ajustar

M= 0,125 densidad optica equivalente a 1,50 x 108 bact/mL. Densidad utilizada primera
fermentacion.

V1= 1 mL volumen proveniente del in6culo total (10/90)

X1= cantidad que contiene M

V2= lo que se agrega a 1 mL para ajustar a 1,50 x 108 bact/mL

V3= 100 mL cantidad total del indculo

Xo= cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a V3 para ajustar la poblacion
el valor de M>

Se encuentra entonces Xi;

M; —M,
M, —-M;
Se encuentra entonces Vz;
V, =V -X;
Finalmente se obtiene el valor de X»;
V, -V,
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V3 —>V2
El valor de X», es la cantidad que se debe agregar para ajustar la poblacion.

Obtencidn de biomasa. De acuerdo a la metodologia propuesta por Serna-Jiménez (2012),
el cultivo obtenido después de la activacion, se centrifugd en una centrifuga refrigerada a
9000 r.p.m, a 4°C durante 10 minutos para concentrar las células. Con jeringa estéril se
extrajo el sobrenadante y el pellet obtenido se inoculd en 5,0 mL del néctar de mango de
previamente preparado y se llevo a incubacion en anaerobiosis durante 24 horas. Mediante
recuento en placa se verifico la concentracion bacteriana en los néctares en los tiempos
establecidos, que en todos los casos estuvo 3,8 y 2,8 x10” UFC/mL.

Elaboracion de néctar de mango. Una vez ajustada la concentracion bacteriana en la escala
de Mcfarland de 1.0 (1200 x 10%mL), se llevo a cabo la elaboracion del néctar de mango
para esto, se trabajé con pulpa de mango tommy (Mangifera indica ‘'Tommy Atkins') con una
concentracion de solidos solubles totales de 18° Brix y porcentaje de adicion de 40,4 %. La
formulacién se presenta en la tabla 1. EI flujograma en donde se detalla paso a paso de la
elaboracion se puede observar en la figura 1.

Tabla 1. Formulacion néctar de mango.

Materia prima Cantidad (%)
Pulpa de mango 40,45
Azucar 3,47
Agua 53,82
Inulina (2.5% por porcién) 2,25
Total 100

Figura 1. Flujograma néctar de mango.
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Evaluacion de la viabilidad del néctar de la BAL. De acuerdo a la metodologia de Serna-
Jimenez (2012), el néctar inoculado se almacend durante 11 dias a 4°C y se le realiz6 un
seguimiento a través del tiempo para evaluar la vialidad de la BAL. Como control se utilizé
néctar de mango sin adicion de la cepa lactica. La evaluacion de la viabilidad del néctar se
realizd tomando muestras a los 0, 5y 11 dias y mediante recuento en placa sobre agar MRS
se determind su concentraciéon a lo largo del ensayo. Las placas se incubaron a 37°C en
anaerobiosis durante 24 horas y con las colonias resultantes se construyo la gréfica de
viabilidad.

Evaluacion calidad microbiologica del néctar. Para esta determinacion se evalud la
presencia de dos patdgenos asociados a contaminacion alimentaria, como Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes, para lo anterior y de manera respectiva, se empleé la
prueba 3M Placas PetrifilmMR Staph Express®99, la cual consistié en un medio de cultivo
listo para ser empleado, que contiene un agente gelificante soluble en agua fria, sobre estas
placas se deposité una alicuota de 1 mL de los néctares trabajados y se llevé a incubacion
durante 24 h, trascurrido este tiempo se determind su presencia o ausencia, siendo las
colonias rojo-violeta en la placa positivas para S. aureus. Por su parte, para L. monocytogenes
se llevd a cabo su determinacion con las tirillas Rapidcheck Listeria®, para lo anterior se
midié 25 mL de muestra en una bolsa para stomacher posteriormente, se adicion6 225 mL
de medio de enriquecimiento precalentado a 30°C, luego se agité en stomacher por 30
segundos, se llevo a incubacion por 40 horas a 30°C y se realizd el montaje en la tirilla. Para
el montaje de la prueba, se transfirio del medio incubado 400 uL a un tubo pléastico rack o
vial, y se lo identificd luego se colocé el tubo en un bafio maria a 100°C por 5 minutos, se
removio los tubos y se dejo enfriar a temperatura ambiente, posteriormente, se deposito a
cada tubo una tirilla con la flecha indicando hacia abajo, se dejo actuar la tirilla por 10
minutos. La aparicion de una linea roja (control) indica un resultado negativo y la aparicion
de dos lineas rojas indica un resultado positivo.
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Caracterizaciéon fisicoquimica del néctar. Las propiedades fisicoquimicas del néctar
adicionado con la BAL vy las del néctar control se evaluaron a partir de muestras recolectadas
cada 5 dias. Para cada néctar se determiné el porcentaje de acidez, pH y solidos solubles
totales (°Brix) a través del tiempo, adicionalmente se realizd un analisis sensorial para
establecer cambios organolépticos en los néctares. A continuacion, se describe el
procedimiento que se llevo a cabo para cada prueba:

e Solidos solubles (°Brix): Se realiz6 una lectura refracto métrica (Método AOAC
932.12/90, adaptado por (Bernal, 1993).

e Acidez por medio del método de titulacidbn potenciométrica: Método AOAC
942.05/90 adaptado por (Bernal, 1993).

e pH: potenciémetro METER, cg-840b (Schott), Método AOAC 981.12/90 adaptado por
(Bernal, 1993).

e Evaluacion sensorial: La evaluacion sensorial se realizo utilizando una escala hedonica
con consumidores potenciales. Los participantes tomaron 30 mL de néctar en una copa
de 50 mL identificada con un codigo alfa-numérico de dos caracteres (M1 -Control y M2-
Probiotico) y en un formato evaluaron el olor, color, sabor y textura. En el Anexo 1 se
presenta el formato utilizado para la evaluacion sensorial.

Informacion nutricional. Se elabor6 con la ayuda de profesional nutricionista dietista la
tabla de informacién nutricional del néctar teniendo en cuenta la resolucion 333 de 2011
(MPS, 2011).

Etiqueta y rotulado del néctar. Para el envasado y el rotulado de los néctares de mango se
tomo como referencia la NTC 512-1.

Analisis estadistico. Para establecer el efecto de la cepa lactica sobre el néctar de mango se
realiz6 un analisis de medidas repetidas en el tiempo, utilizando el paquete estadistico SPSS
Statistics 20.0 teniendo en cuenta un nivel de significancia del 5% (p<0,05). Se establecieron
las diferencias mediante la prueba de Tukey.

Yijk = u + ai + 7k + (az)ik + eijk

Yijk = Valor de la respuesta medida para el tiempo k en el sujeto j asignado al tratamiento i.
1 = Media general.

ai + tk + (ar)ik = Media para el tratamiento i en el tiempo k, asociado con los efectos fijos
tratamiento (o), tiempo (zk) y la interaccion tratamiento por tiempo (az)ik.

eijk = Error aleatorio asociado al sujeto j asignado en el tratamiento i para el tiempo k.

Resultados y discusion

Ensayos de viabilidad de la BAL en el néctar. Durante los 11 dias de almacenamiento, las
concentraciones celulares de la bacteria se mantuvieron por encima de 7,0 Log UFC/mL
(figura 2), lo que sugiere la buena capacidad de la cepa para sobrevivir a los factores
intrinsecos y extrinsecos asociados a este tipo de productos. Los resultados obtenidos
muestran una alta tolerancia de la cepa en estudio a las condiciones fisicoquimicas del néctar
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estandarizado y a la temperatura de refrigeracion evaluada. Luego de haber inoculado el
néctar con concentraciones celulares aproximadas de 10° UFC/mL, se observé que después
de 11 dias de almacenamiento, la cepa solo disminuyé su concentracion celular en dos ciclos
logaritmicos, obteniendo poblaciones finales cercanas a 10" UFC/mL, asi pues, las lecturas
en placa reportaron valores de 3x108, 3,2 x 107 y 2,8 x 107 UFC/mL de manera respectiva
para los 3 tiempos (figura 3). Se ha reportado, que microorganismos obtenidos de procesos
fermentativos como el de este caso, han presentado alta tolerancia a condiciones de acidez,
pH acido y stress celular, por lo que se convierten en una buena opcién para el desarrollo de
bebidas y alimentos funcionales (Yoon et al., 2006). Igualmente, el uso de frutas y vegetales
como matrices y medios de crecimiento, confiere beneficios al microorganismo probidtico
por los diferentes componentes que contienen, ya que sustancias como los antioxidantes, la
fibra y las vitaminas, podrian llegar a tener efecto protector para el microorganismo (Pereira
etal., 2011).

La viabilidad y supervivencia de este tipo de microorganismos acido lacticos en matrices no
lacteas, ha sido reportada también por otros autores tales como, Moussavi y Adams, (2010)
los cuales reportaron un alto nivel de resistencia de especies de L. plantarum a condiciones
de acidez, pH &cido y almacenamiento a 4°C en jugos de fruta. Champagne y Gardner (2008)
reportaron una concentracion final de una cepa BAL de 10" UFC/mL luego de 80 dias de
almacenamiento a 4°C en una bebida a base de frutas. Por su parte Yoon et al., (2006)
encontraron al cabo de cuatro semanas de almacenamiento en refrigeracion a 8°C, una
concentracion celular de 10" UFC/mL de microorganismo probidtico en jugo de col.
Nualkaekul y Charalampopoulos (2011) reportaron poblaciones de 107-108 UFC/mL en una
cepa BAL almacenada durante seis semanas a 8°C en jugos de naranja, uva, grosella y pifia.

Otro de los puntos importantes en el momento de la seleccion y evaluacion de la actividad
probiotica de cepas, es la dosis efectiva, para que puedan darse de manera adecuada los
procesos de colonizacion en el organismo. Al respecto Aureli et al. (2011) reportaron que
segun la AFSSA (Agencie Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments), la dosis del
probidtico a ingerir es un factor importante para obtener altas concentraciones microbianas
en varios compartimientos del tracto gastrointestinal. En ese mismo estudio se plante
también, que en el intestino delgado debe haber al menos 108 UFC/mL de las bacterias
ingeridas y en el colon aproximadamente10®8 UFC/mL. Por esta razén es fundamental
garantizar la viabilidad de las cepas durante todos los ensayos y el hecho de que L. gasseri
se haya mantenido en altas poblaciones celulares en la matriz alimentaria evaluada, sugiere
que esta cepa podria ser aplicada para el desarrollo de bebidas de fruta funcionales, por su
nivel de viabilidad y por su resistencia a condiciones adversas.

El crecimiento positivo de bacterias acido lacticas en estos tipos de alimentos muestra que es
factible utilizar las matrices vegetales como sustrato para los probi6ticos, obteniendo todos
los beneficios del proceso de fermentacion, es por tanto que frutas y vegetales representan
alimentos que promueven la salud gracias a la combinacion de probioticos y prebidticos
naturalmente presentes en sus estructuras (Rai & Bai, 2015). La primera bebida de fruta sin
leche con adicion de probidticos fue Proviva® lanzada en Suecia en 1994 por la compafiia
Skane Lacteos (Molin G, 2001). ElI componente activo de este producto se compone de
bacterias acido lacticas (L. plantarum 299v) crecidas en harina de avena. El producto final
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contuvo concentraciones entre 5x107 y 1x10' UFC/mL. Otros ejemplos de productos
disponibles en el mercado son: Rela® (Biogai, Suecia), un jugo de fruta con L. reuteri MM53;
Geflius® (Valio Ltd., Finlandia) bebida de fruta con 7 semanas de vida util en refrigeracion;
Bioprofit® (Valio Ltd.) con L. rhamnosus y Propionibacterium freuden- reichii ssp.
shermanii JS y Biola® (Tiene BA, Noruega) una bebida con mas del 95% de fruta sin adicion
de azucar (Corbo et al., 2014). Varias frutas y verduras como manzanas, naranjas, grosella
negra, platano, arandano, pifia, meldn, frambuesa, granada, zanahoria, remolacha. han sido
utilizadas para el disefio de diferentes productos enriquecidos con probioticos (Martins et al.,
2013).

El efecto fisiologico de los prebiodticos parece estar relacionado con un aumento de la
viscosidad del contenido del tracto gastrointestinal, reduciendo la tasa de vaciamiento
gastrico y aumentando la absorcion de nutrientes. Los prebioticos tienen actividades
bioldgicas adicionales, a la influencia en la microbiota intestinal, especificamente, se ha
sugerido que algunos prebidticos, como los galactooligosacéridos (GOS) pueden ser capaces
de inhibir las infecciones gastrointestinales a través de actividades anti-adhesivas la inclusion
de prebidticos en matrices vegetales, los cuales pueden cumplir maltiples funciones mas alla
de la prebiotica, mejorando las caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas de las bebidas,
como agentes edulcorantes para bebidas de fruta, como estabilizadores para evitar procesos
de licuefaccion y como componentes sinérgicos y protectores en las diferentes técnicas de
encapsulacion de microorganismos con capacidad probidtica, con el fin de favorecer las
condiciones ambientales y de adaptabilidad a estas bacterias en diferentes clases de matrices
(Luckow et al., 2004; Luckow et al., 2005).

La cepa lactica propuesta para el ensayo ha sido estudiada y distribuida principalmente en
suplementos dietéticos en la industria alimentaria, sin embargo, no ha sido tan ampliamente
evaluada en otras matrices alimentarias, no obstante en los Ultimos afios se ha evaluado su
adicion el algunas matrices lacteas para prevenir enfermedades tal como Yox® de Alpina
S.Ay en otros estudios reportados por Arakawa et al. (2010) y Nakamura et al. (2013) donde
encontraron que la gassericin A que contiene el sobrenadante del cultivo de L. gasseri y su
concentrado se han utilizado eficazmente como bioconservante en la fabricacion de crema
pastelera. La cepa L. gasseri exhibe mdltiples propiedades que la clasifican como un
microorganismo con potencial probiotico que puede llegar a ser beneficioso de manera
importante en la salud del consumidor, en el néctar de mango, demostr6 su capacidad de
establecimiento y supervivencia, asi como también de otorgar al producto estabilidad, ya que
al no tener conservantes permitio al producto mantener sus caracteristicas deseables en el
tiempo. Sumado a esto contenia el néctar los sustratos suficientes para su supervivencia, al
aportar el mango fibra y carbohidratos y con un pH y acidez deseables, a su vez la adicion de
inulina ademas de conferirle estabilidad al producto garantizé sustrato adicional para el
microorganismo.
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Figura 2. Viabilidad de la BAL (Log UFC/mL) en el tiempo
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Evaluacion calidad microbiologica del néctar. Con los resultados obtenidos en los rapid
test se pudo establecer la ausencia de los microorganismos patdgenos S. aureus y L.
monocytogenes en los néctares trabajados. Lo anterior corresponde a un resultado deseable
en la industria alimentaria, lo anterior, primero debido a las buenas practicas de manufactura,
buenas practicas de laboratorio y bioseguridad, y segundo, a la accion de bacteria acido
lactica en el néctar y a la produccién de sustancias antimicrobianas propios de su proceso de
fermentacion. Al respecto autores como Olea et al. (2012) sefialan que la alimentacion es
una necesidad imperante de los seres humanos. Sin embargo, los alimentos pueden
albergar diferentes peligros para la salud al contaminarse por agentes fisicos, quimicos
y bioldgicos durante sus diferentes etapas de produccion, almacenamiento, transporte y
elaboracion previos a su consumo, generando enfermedades que son consideradas como un
serio problema y un reto para la salud publica alrededor del mundo debido a las elevadas
tasas de incidencia, mortalidad y repercusiones econdémicas negativas del sector productivo
y de salud por el desarrollo y acciones de implementacion de estrategias de  control,
vigilancia y prevencion en materia de salud publica, animal e industria alimentaria.Asi
pues, en la produccidén de alimentos nutritivos e inocuos, se han utilizado nuevas tecnologias,
buenas practicas agricolas, buenas practicas pecuarias, buenas précticas de manufactura,
control de calidad y medidas de higiene y seguridad, asi como sistemas preventivos
como la ejecucion del anélisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP, por
sus siglas en inglés) (Jorquera D, Galarce N y Borie C. 2015). En este sentido, la inocuidad
es un concepto atribuido a todo alimento que no ocasiona dafio ni enfermedad a la persona
que lo consume y que junto con las caracteristicas nutricionales, organolépticas y comerciales
constituye la calidad integral del mismoy debe ser el factor comin vy prioritario a lo
largo de la cadena productiva.

Propiedades fisicoquimicas del néctar. A partir de los analisis fisicoquimicos del néctar
con BAL y almacenados a 4°C durante 11 dias, se pudo establecer el efecto del
microorganismo sobre cada una de las variables medidas, que para este caso fueron: acidez,
pH y °Brix, asi como también fue posible establecer el efecto del tiempo sobre estas variables
en el control.

Tabla 2a. Analisis estadistico propiedades fisicoquimicas del néctar (°Brix y pH).
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TRAT (°Brix) Mean Std. Error | 95% Confidence Interval
Lower Upper Sig
Bound Bound
M2 TO 12,017 ,316 11,371 12,663 b
T11 10,333 ,316 9,687 10,979 c
T5 10,467 ,316 9,821 11,113 c
M1 TO 12,067 ,316 11,421 12,713 b
T11 9,762 ,316 9,116 10,408 c
T5 13,200 ,316 12,554 13,846 a
TRAT (pH) Mean Std. Error | 95% Confidence Interval
Lower Upper Sig
Bound Bound
M2 TO 3,548 ,011 3,525 3,572 a
T11 2,943 ,011 2,920 2,967 b
T5 3,207 ,011 3,183 3,230 b
M1 TO 3,508 ,011 3,485 3,532 a
T11 3,792 ,011 3,768 3,815 a
T5 3,590 ,011 3,567 3,613 a
*M1: Néctar control, M2: Néctar con probidtico. Letras diferentes en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (p<0,05).

Tabla 2b. Analisis estadistico propiedades fisicoquimicas del néctar (acidez).

Figura 4. Graficas andlisis estadistico.

Tiempo N Subset
c b a
TO 12 2,68333
T5 12 3,24583
T11 12 3,63250

*Letras diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).
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En las tablas 2a y 2b y en la figura 4, se presenta el analisis estadistico para los parametros
fisicoquimicos °Brix y pH y acidez respectivamente para los néctares. Para el pardmetro
°Brix de M2 se observé que presento diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre el
TO con respecto a los T5 y T11. Por su parte M1 presentd diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) en todos los tiempos evaluados. Para el parametro pH, M2 se observo
que presentd diferencias estadisticas significativas (p<0,05) entre el TO con respecto a los T5
y T11, sin embargo, para M1 no presentd diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
Finalmente, para el pardametro acidez, se observd que present6d diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) entre todos los tiempos para M1y M2.

En este orden de ideas, a nivel de acidez, se observo que el valor de esta variable aumentd
significativamente (p<0,05) a través del tiempo en el néctar evaluado, similar a lo reportado
por Serna-Jiménez (2012) donde evalud esta caracteristica en jugo de mango (Mangifera
indica), en donde respecto a otros jugos el de mango fue el que present6 un mayor incremento
de esta variable a lo largo del almacenamiento en el control y en el jugo con una cepa BAL.
Adicionalmente, en el presente ensayo fue evidente que el néctar inoculado con la BAL
presento valores de acidez significativamente mayores que el control, debido posiblemente,
a la actividad metabolica de la bacteria y, por ende, a la produccién de acido lactico y otros
metabolitos. L. gasseri es homofermentativa por lo que el 80% de sus productos de
fermentacion es acido lactico, por su parte autores como Van Winsen et al. citado por Garcia
et al. (2008) sefialan que en los productos derivados de la fermentacion se encuentran altas
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concentraciones de acido lactico y otros acidos organicos, que son los productos finales del
proceso catabolico desarrollado por microorganismos como los Lactobacillus.

Con respecto a los valores de pH, Gauthier (2002) manifiesta que una alta concentracion de
estos metabolitos disminuye el pH del medio lo que, en ocasiones, puede provocar la muerte
de los microorganismos debido a su incapacidad de soportar mas crecimiento. Con base en
lo anterior, es posible inferir que el descenso en el pH para L. gasseri en el néctar paso de 3,5
a 2,9 debido a la acumulacion de acido lactico y otros acidos organicos que hicieron que el
pH del néctar bajara y debido a la acumulacion de metabolitos no proporcionara los nutrientes
necesarios para favorecer el crecimiento de los microorganismos. Por su parte Santrosh
(2006) sefiala que las BAL pueden sobrevivir y desarrollarse en presencia de pH
relativamente bajo a diferencia de otros grupos microbianos pues poseen un sistema de
transporte simultdneo de &cido lactico y de protones al exterior de la célula, originando
energia. Segun Jin et al. (1996); Garlich (1999); Arias (2000) y Chaveerach et al. (2002) la
produccion de &cidos orgénicos por determinados grupos de bacterias beneficiosas de la
microbiota indigena favorece la reduccion del pH intestinal. Los bajos valores de pH son
considerados como el principal factor en la inhibicion del desarrollo de enteropatégenos
como Salmonella spp., Escherichia coli y Campylobacter sp.

Con respecto a la relacién entre acidez y pH, segun lo reportan en estudios Romero y Morillo
(2016) existe unarelacion inversa entre la acidez y el pH, por cuanto el porcentaje de acidez
marco una tendencia creciente hasta llegar a 4.1%, en tanto el pH disminuy6 hasta llegar a
2,9. En un estudio publicado por Nualkaekul y Charalampopoulos (2011), se generd un
modelo matematico para predecir la dependencia de variables como pH, &cido citrico y
ascorbico sobre la poblacion de una cepa BAL inoculada en jugos de pifia, grosella, naranja,
uva, limén, arandano y granada. Se encontré qué a mayor concentracion celular, se produjo
mayor concentracién de acidos y que el pH de los jugos disminuyo significativamente con el
paso del tiempo, como se encontrd en los ensayos realizados en este proyecto. Asi mismo,
Yoon et al. (2006), realizaron una medicion del &cido lactico producido durante la
fermentacidn de jugos de col y encontraron un aumento significativo en la produccion del
acido a lo largo del tiempo, resultado del metabolismo del microorganismo, y a su vez se
relacion6 con el aumento de la acidez y la disminucion del pH en los jugos evaluados.

La evaluacion en el tiempo de los grados Brix mostré un descenso significativo para esta
variable en los néctares con unos valores iniciales y finales de 12 y 10,2 para el néctar con
probidtico y unos valores iniciales y finales de 12 y 9,8 para el control. Posiblemente este
efecto se deba al consumo de los azlcares presentes en los jugos por parte de los
microorganismos o por los procesos degenerativos normales de este tipo de matrices (Serna-
Jimenez, 2012). Los resultados obtenidos son comparables a los reportados por Shah et al.
(2010), quienes también encontraron una disminucion significativa de °Brix en jugos de fruta
adicionados con L. rhamnosus, L. paracasei y B. lactis. En el estudio, los jugos que se
almacenaron por seis semanas, también presentaron un aumento significativo en la acidez y
un descenso marcado en el pH a través del tiempo.

Tomando como referencia la norma técnica colombiana 5468 de 2012, donde se establece
los requisitos y los metodos de ensayo que deben cumplir los jugos (zumos), pulpas, néctares

de frutas y sus concentrados, para consumo directo o elaboracion ulterior, se observé que los
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parametros evaluados estan dentro de los establecidos por la misma, en este sentido, la norma
instaura que la pulpa de mango debe contener un porcentaje minimo de 12,5°Brix, para el
néctar un porcentaje minimo de 10°Brix, un pH minimo de 2,5 y maximo de 4,6, un
porcentaje de acidez minimo de 0,2.

Evaluacion sensorial de néctar de mango.

Los resultados de la evaluacion sensorial se tabularon y graficaron para analizar el efecto de
la adicion de la BAL sobre los atributos evaluados (olor, sabor, color y textura) en el néctar,
asi como también en el néctar control (tabla 3, figura 5).

Tabla 3. Resultados evaluacion sensorial de néctares de mango.

Atributo Dia 0 Dia 5 Dia11
M1 M2 M1 M2 M1 M2

Olor 9 5 9 5 6 5
Color 10 8 9 8 9 8
Sabor 9 6 9 6 7 5
Textura 9 6 8 6 8 8

*M1: Néctar control, M2: Néctar con probiético.
Figura 5. Evaluacion sensorial de néctares de mango.
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*M1: Néctar control, M2: Néctar con probiético.

En la tabla 3 y en la figura 5 se puede observar la calificacion promedio para cada atributo
evaluado, tanto para el tratamiento control como para el adicionado con probidticos, en los
tres tiempos. Se le asignd un valor de 10 a la escala de clasificacion mayor que correspondia
a “Me gusta muchisimo”, y un valor de 1 para “Me disgusta muchisimo”. Asi pues, se
muestra que el olor y el sabor para el tratamiento M2 (néctar con probidtico) fueron los dos
atributos que menor calificacién obtuvieron en los tres tiempos, esto debido principalmente
al efecto de las bacterias acido lacticas sobre el néctar, atribuyendo un olor a “vinagre o
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fermentado” y un sabor acido, modificaciones esperadas por la accion de la BAL. Sin
embargo, estos dos atributos pueden ser concebidos como tolerantes ya que quedaron
clasificados dentro del rango de “Ni me gusta ni me disgusta. Se debe resaltar que en el
tiempo 11 la calificacion para el tratamiento control disminuyd significativamente,
afectandose también el olor y el sabor, lo cual se puede deber al deterioro del producto, ya
que al tener como objetivo evaluar la viabilidad del microorganismo en el tiempo, no se
utilizaron conservantes que pudieran retardar dicho proceso.

De acuerdo a Serna-Jiménez (2012) en estudios realizados en jugos de fruta, el olor también
fue uno de los atributos que se percibié mas alterado. A nivel de los demas atributos (color,
y textura) no se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos, ni en el
tiempo, clasificandose estas variables entre los rangos de “Me gusta moderadamente” y “Me
gusta muchisimo”. En términos generales se podria indicar que el néctar con adicion de
probidticos podria ser viable, ya que quedo en una escala general de “Ni me gusta ni me
disgusta”, aclarando que para mayor aceptabilidad del publico se podrian investigar algunas
alternativas para disipar los olores y sabores aportados por las BAL, como por ejemplo
inclusion de algunas hierbas aromaticas entre otros.

Varios autores reportan y recomiendan el uso de frutas tropicales en la elaboracion de jugos
y/o néctares ya que, por sus aromas Yy sabores fuertes permiten que se enmascaren los sabores
y olores caracteristicos de los metabolitos producidos por las bacterias acido lacticas usadas
como probidticos. Al respecto Luckow et al. (2005) recomiendan el uso de jugos de frutas
como pifia, mango, maracuyd, como Vvehiculos para probidticos, ya en encuestas a
consumidores se logro establecer que dichas frutas atenuaron los cambios producidos por la
fermentacion bacteriana. Asi mismo, Do Espirito-Santo et al. (2011) reportan la nueva
tendencia en el consumo de bebidas a base de frutas exoticas y su potencial en la elaboracién
de alimentos funcionales, asi como su efecto protector hacia los microorganismos benéficos.
Finalmente, Pereira et al. (2011) también sugieren que el empleo de frutas y vegetales como
matrices de probi6ticos amplian la oferta a los consumidores por nuevos y diferentes sabores.

Propuesta para mejorar olor y sabor del néctar de mango con probidtico.

Con el propdsito de mejorar la puntuacion recibida por los evaluadores en la encuesta
sensorial para el néctar de mango con probid6tico, se propuso ampliar su perfil como alimento
funcional, enriqueciendo el néctar con hierbas aromaticas como la hierbabuena (Mentha
spicata) en este sentido, Craker (2007) sostiene que las hierbas aromaticas y las especias son
reconocidas por sus caracteristicas conservantes, aromatizantes, medicinales y terapéuticas.
La inclusion de estas hierbas permite mejorar el producto al cual se las adiciona, generando
un producto funcional, debido a las propiedades diuréticas, antiasmaticas, antidepresivas,
sedativas y bioactivas provenientes de las hierbas aromaticas y/o especias (American Mead
Makers Association, 2012). Por lo tanto, se realiz6 un ajuste en la formulacion (tabla 4) en
donde se incorporo la infusion de la hierba aromatica hierbabuena (Mentha spicata).

Tabla 4. Formulacion néctar de mango.

Materia prima Cantidad (%)

Pulpa de mango 40,45
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AzUcar 3,47
Agua 51,19

Inulina (2.5% por porcién) 2,25
Hierbabuena 2,63

Total 100

La incorporacion de la infusion favorecié el mejoramiento del olor y sabor, enmascarando
los sabores y olores caracteristicos de los metabolitos producidos por las bacterias acido
lacticas usadas como probidticos. Esta adicion demostro ser valida para la obtencion de un
producto sensorialmente aceptable y funcional con efectos benéficos en la salud del
consumidor. Adicionalmente, y en este orden de ideas, es importante en el concepto de
emprendimiento, el calculo de los costos de produccion, asi pues, el costo de 300 mL de
néctar de mango fue de $ 5.466, y el costo de elaboracion de un litro seria de $ 17.500. Cabe
sefialar que los productos en el mercado en funcion al cuidado de la salud y mejora de la
calidad de vida, presentan precios muy similares a los encontrados en el presente estudio,
debido a la adicion de ingredientes netamente en beneficio a la salud del consumidor, como
es el caso de la cepa probidtica, pulpa de fruta, hierbabuena e inulina con su efecto prebiético,
sumado a lo anterior libre de conservantes y aditivos quimicos, lo cual le genera su valor
agregado en el mercado.

Informacion nutricional. De acuerdo a los célculos realizados para estimar el aporte
nutricional del producto se estableci6 que es alto en vitamina A, vitamina C y fibra dietaria
(por encima del 20% del valor diario), ademas es libre de grasa y colesterol (<0,59 grasa
<20mg colesterol) y bajo en sodio (<140 mg sodio) (Tabla 5). Lo que se traduce en un
alimento potencialmente funcional, e influye positivamente en la salud del consumidor.
Desde el punto de vista del valor nutritivo, el mango es una fuente importante de fibra y
vitaminas. La pulpa del mango presenta una concentracion significativa de compuestos
bioactivos tales vitamina A (esencial para el mantenimiento de los tejidos epiteliales piel y
mucosas), asi como de compuestos con una gran actividad antioxidante entre ellos la
vitamina C, vitamina E, polifenoles, carotenos, entre otros, ademas de presentar una
importante concentracion de minerales como potasio y magnesio, los cuales intervienen en
la transmision nerviosa y muscular, también aporta pequefias cantidades de hierro, fésforo y
calcio. Asi mismo, la pulpa del mango contiene fibra soluble (pectinas), acidos organicos
(citrico y malico) y taninos. En su composicion destaca igualmente la presencia de una
sustancia denominada manguiferina, que en animales de experimentacion parece ejercer una
accion antioxidante, inmunomoduladora, antiviral y antitumoral (Guha et al., 1996; Sanchez
et al., 2000). De acuerdo a un estudio de Kuskoski et al. (2005) la pulpa de mango presento
una mayor actividad antioxidante y una mayor concentracién de compuestos fenolicos totales
comparada con la pulpa de uva, guayaba y pifia. Por su parte Robles-Sanchez et al (2009)
reportaron que el consumo de mango en personas redujo el estrés oxidativo y los niveles de
triglicéridos en plasma.

Tabla 5. Informacion nutricional néctar de mango.
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Informacién Nutricional
Tamafio de la porcion 1 (300 mL)
Porciones por envase 1
Cantidad por porcién

Calorias 300 Calorias de grasa 0
% Valor Diario*
Grasa Total 0 g 0%
Grasa Saturada 0 ¢ 0%
GrasaTrans 0 g
Colesterol 0 mg 0%
Sodio 5 mg 0%
Carbohidrato Total 78 g 26%
Fibra dietaria 10 g 38%

Azlcares 34 g
Proteina 1 g

Vitamina A 60 % Vitamina C 360 %
Calcio 2 % Hierro 6 %
* Los porcentajes de Valores Diarios estan basados en una dieta de 2000 calorias.
Sus valores diarios pueden ser mayores 0 menores dependiendo de sus
necesidades caloricas.

Calorias 2000 2500

Grasa Total Menos de 65 g 80¢g

Grasa Sat. Menos de 20g 259
Colesterol Menos de 300 mg 300 mg
Sodio Menos de 2400 mg 2400 mg

Carb. Total 300 g 375¢g

Fibra dietaria 25¢ 309

Calorias por gramo:
Grasa 9 Carbohidratos 4 Proteina 4

Etiqueta y rotulado del néctar. Para el envasado y el rotulado de los néctares de mango se
tom6 como referencia la NTC 512-1, en donde se describe algunas caracteristicas del
producto. Se presenta en la figura 6.

Figura 6. Etiqueta néctar de mango.
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La viabilidad de la bacteria durante los 11 dias de evaluacién indica la buena capacidad de la
cepa de sobrevivir a los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a este tipo de productos
(caracteristicas fisicoquimicas y temperatura de almacenamiento).

La inclusiéon de bacterias acido lacticas del género Lactobacillus puede ser utilizada en
matrices no lacteas como néctar de mango sin alterar sus caracteristicas fisicoquimicas
(°Brix, pH y acidez) durante los 11 dias de evaluacion.

La aceptabilidad general del néctar se situd en un rango de “Ni me gusta ni me disgusta”, sin
embargo, para mitigar el efecto a nivel de olor y sabor que aportan las bacterias al néctar se
recomienda implementar el uso de especies aromaticas como la hierba buena (Mentha
spicata).
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